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Proteinski inženiring oligomernih oblik katepsina K 
Povzetek:  
Proteinski inženiring vključuje preoblikovanje proteinov z namenom pridobitve proteina, 
ki bo v primerjavi z nemodificiranim izvirnikom bolj primeren za specifično aplikacijo. 
Na področju proteinskega inženiringa proteaz so se do sedaj ukvarjali predvsem s 
spreminjanjem njihove specifičnosti in izboljšanjem encimske aktivnosti, področje 
proteinskega inženiringa proteaz z namenom oligomerizacije pa je ostalo neraziskano.  
Namen magistrske naloge je bil identificirati potencialne interakcijske površine 
monomerne papainu podobne cisteinske peptidaze katepsina K in pripraviti stabilni 
homodimer. Encim se izraža predvsem v osteoklastih kostnega tkiva, kjer je vključen v 
proces preoblikovanja kosti. Napake v regulaciji encimske aktivnosti katepsina K so 
povezane z različnimi bolezenskimi stanji, zaradi česar so struktura, funkcija in aktivnost 
encima podrobno raziskane. Zato je katepsin K primerna tarča za proteinski inženiring 
oligomernih encimskih struktur, ki bi bile napram monomerni obliki katepsina K bolj 
stabilne in aktivne.   
V prvem koraku raziskovalnega dela smo z uporabo bioinformatskih orodij za 
napovedovanje interakcijskih površin in molekulsko umeščanje izračunali tri možne 
načine homodimerizacije katepsina K. Največjo zakopano površino je tvoril dimer, 
izračunan s programom SymmDock, v katerem nastane interakcija preko izolognih 
površin, ki vsebujeta ostanke Lys9, Pro15, Gly168 in Ile179. Nastanek in stabilnost 
izračunanega dimera bi bilo v prihodnosti potrebno eksperimentalno ovrednotiti.  
V nadaljevanju smo v obliki rekombinantnih encimov izrazili mutanta katepsina K z 
vstavljenima zaporedjema, ki v katepsinu X tvorita zanki, odgovorni za dimerizacijo in 
stabilizacijo dimera. Mutantni obliki katepsina K nista bili encimsko aktivni, na podlagi 
česar smo zaključili, da vstavljeni zaporedji bistveno vplivata na zvitje proteina in/ali 
interakcije med prodomeno in katalitično domeno ter posledično aktivacijo cimogena. S 
kromatografijo z ločevanjem po velikosti smo potrdili, da eden od mutantov kljub uvedbi 
dimerizacijskih zank katepsina X v raztopini obstaja le v monomerni obliki. Drugi 
mutant, ki vsebuje le eno od dimerizacijskih zank, bi potencialno lahko tvoril dimer, 
vendar bi bilo njegovo strukturo potrebno podrobneje eksperimentalno ovrednotiti.  
 







Protein engineering of oligomeric states of cathepsin K 
Abstract:  
Protein engineering is the process of modifying proteins with the goal of obtaining a 
protein that is more suitable for a particular application than the unmodified version. 
Protein engineering of proteases has mainly focused on modifying their specificity and 
improving enzyme activity, while engineering of proteases for the purpose of 
oligomerization has remained unexplored.  
The aim of this master thesis was to identify potential protein-protein interface residues 
and to design a novel homodimeric state of the papain-like cysteine peptidase cathepsin 
K. It is highly expressed in osteoclasts as the major collagenolytic protease in bone 
turnover. Since its excessive activity is associated with various pathological conditions, 
its structure, function, and enzyme activity have been studied in detail. Therefore, 
cathepsin K is a suitable target for protein engineering of oligomeric states of the enzyme 
that would be more stable and active in comparison to monomeric state of cathepsin K. 
To this end, using bioinformatics tools to predict protein-protein interface residues and 
molecular docking, we predicted three different possibilities for homodimerization of 
cathepsin K. The best computer-evaluated structure is a symmetric homodimer calculated 
with the program SymmDock with surface interaction residues Lys9, Pro15, Gly168 and 
Ile179. Its in vitro formation and stability would need to be evaluated experimentally.  
Furthermore, we produced two recombinant mutant variants of cathepsin K with insertion 
sequences responsible for the dimerization of cathepsin X. The mutant versions of 
cathepsin K were inactive, from which we concluded that the insertion sequences 
significantly affect protein folding or prodomain - catalytic domain interactions and 
consequent zymogen activation. By size-exclusion chromatography, we confirmed that 
one of the mutants exists only in the monomeric state despite the introduction of 
dimerization loops. The mutant with only one dimerization loop could potentially form a 
dimer, but its structure would need to be further investigated.  
 






1 Uvod ......................................................................................................................... 1 
1.1 Cisteinski katepsini ........................................................................................... 1 
1.1.1 Katepsin K ................................................................................................ 4 
1.1.2 Katepsin X ................................................................................................ 6 
1.2 Oligomerizacija proteinov ................................................................................ 7 
1.2.1 Klasifikacija oligomernih proteinov ......................................................... 8 
1.2.2 Struktura interakcijske površine med polipeptidi v oligomeru ................ 8 
1.2.3 Pomen oligomerizacije proteinov ............................................................. 9 
1.3 Proteinski inženiring oligomernih proteinov .................................................... 9 
1.3.1 Bioinformatska orodja za napovedovanje interakcijskih površin........... 10 
1.3.2 Bioinformatska orodja za napovedovanje strukture oligomera .............. 11 
2 Namen dela in hipoteze .......................................................................................... 13 
3 Materiali in metode ................................................................................................. 15 
3.1 Materiali ......................................................................................................... 15 
3.1.1 Reagenti in kemikalije ............................................................................ 15 
3.1.2 Pomembnejša laboratorijska oprema ...................................................... 16 
3.1.3 Pufri in raztopine .................................................................................... 17 
3.1.4 Plazmidni vektor ..................................................................................... 18 
3.1.5 Oligonukleotidi za mestno-specifično mutagenezo ................................ 18 
3.1.6 Bakterijski sevi ....................................................................................... 19 
3.1.7 Gojišča .................................................................................................... 19 
3.1.8 Antibiotiki ............................................................................................... 19 
3.1.9 Pomožni encimi ...................................................................................... 20 
3.1.10 Sintetična substrata za katepsin K .......................................................... 20 
3.2 Metode ............................................................................................................ 20 
3.2.1 Identifikacija potencialnih interakcijskih površin katepsina K 
   in silico in molekulsko umeščanje ......................................................... 20 
3.2.2 Načrtanje oligonukleotidov za mestno-specifično mutagenezo ............. 21 
3.2.3 Mestno-specifična mutageneza .............................................................. 23 
3.2.4 Pomnoževanje mutiranih plazmidov ...................................................... 23 
 
 
3.2.5 Izražanje in izolacija mutiranih oblik prokatepsina K ............................ 24 
3.2.6 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega 
dodecilsulfata .......................................................................................... 25 
3.2.7 Poskus aktivacije mutiranih oblik prokatepsina K ................................. 26 
3.2.8 Meritev intrinzične fluorescence proteinov ............................................ 27 
3.2.9 CD-spektroskopija .................................................................................. 28 
3.2.10 Kromatografija z ločevanjem po velikosti.............................................. 28 
4 Rezultati .................................................................................................................. 29 
4.1 Identifikacija potencialnih interakcijskih površin katepsina K in silico ......... 29 
4.2 Dimerna oblika katepsina K s posnemanjem katepsina X ............................. 30 
4.3 Simetrični dimer katepsina K, konstruiran v programu M-ZDOCK .............. 33 
4.4 Simetrični dimer katepsina K, konstruiran v programu SymmDock ............. 35 
4.5 Optimizacija interakcijske površine dimera, konstruiranega v programu  
SymmDock ...................................................................................................... 37 
4.6 Primerjava konstruiranih dimernih struktur mutiranega in divjega tipa     
katepsina K ...................................................................................................... 42 
4.7    Izražanje rekombinantnih mutiranih oblik prokatepsina K in njihova  
   aktivacija ........................................................................................................... 43 
4.7.1 Analiza eluiranih frakcij po Ni2+-afinitetni kromatografiji in aktivacija 
mutanta »MZ« ......................................................................................... 43 
4.7.2 Analiza eluiranih frakcij po Ni2+-afinitetni kromatografiji in aktivacija 
mutanta »Z« ............................................................................................ 45 
4.8 Merjenje intrinzične fluorescence mutiranih oblik prokatepsina K ............... 46 
4.9 CD-spektroskopija divjega tipa prokatepsina K in njegovih mutantov .......... 47 
4.10 Analiza oligomernega stanja s kromatografijo z ločevanjem po velikosti ..... 48 
4.11 Simulacija molekulske dinamike dimerne strukture mutanta »MZ« ............. 50 
5 Razprava ................................................................................................................. 53 
6 Zaključek ................................................................................................................ 57 






Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
% (m/v) utežni odstotek 
%  (v/v) volumski odstotek 
A absorbanca 
Abz o-aminobenzojska kislina 
ang.  angleško 
APS amonijev persulfat  
catK katepsin K 
Da Dalton 
DMSO dimetilsulfoksid  
DNA deoksiribonukleinska kislina  
dNTP  deoksiribonukleotid 
DTT ditiotreitol 
E. coli  Escherichia coli 
EDDnp N-(2,4-dinitrofenil)-etilendiamin 
EDTA etilendiamintetraocetna kislina 
g (rcf) relativna centrifugalna sila (ang. relative centrifugal force) 
IPTG izopropil β-D-tiogalaktopiranozid 
LB gojišče Lysogeny Broth 
M molarnost 
NaDS natrijev dodecilsulfat  
PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza (ang. polyacrylamide gel electrophoresis) 
PCR verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
PDB podatkovna baza kristalografskih struktur (ang. Protein Data Base) 











Seznam aminokislin:  
 
Aminokislina  Enočrkovna oznaka Tričrkovna oznaka 
alanin A Ala 
arginin R Arg 
asparagin N Asn 
aspartat D Asp 
cistein C Cys 
fenilalanin F Phe 
glicin G Gly 
glutamin Q Gln 
glutamat E Glu 
histidin H His 
izolevcin I Ile 
levcin L Leu 
lizin K Lys 
metionin M Met 
prolin P Pro 
serin S Ser 
tirozin Y Tyr 
treonin T Thr 
triptofan W Trp 










Organizmi za svoje delovanje, razmnoževanje in rast potrebujejo proteine. Osnovni 
gradniki proteinov so aminokisline, ki jih lahko organizmi izdelajo sami, ali pridobijo iz 
okolice. Energetsko bolj učinkovito je, če organizem reciklira aminokisline iz obstoječih 
proteinov, kot če jih vsakič sintetizira de novo. Zato imajo pomembno vlogo encimi, 
imenovani proteaze oz. peptidaze. Imeni predstavljata dva sinonima, pri čemer se je ime 
proteaza ohranilo za encime, ki hidrolizirajo peptidno vez v intaktnih proteinih in ime 
peptidaza za encime, ki hidrolizirajo katalizo peptidne vezi v krajših peptidih1.  
Zaradi reverzibilnosti procesa hidrolize peptidne vezi so proteaze poleg presnove 
vključene še v druge pomembne procese, kot so koagulacija, aktivacija citokinov, 
hormonov in rastnih faktorjev, apoptozo ter razgradnjo znotrajceličnih proteinov2. Vse te 
procese, ki so ključni za ohranjanje homeostaze, katalizirajo različne proteaze, ki jih v 
človeškem genomu zapisuje več kot 400 genov. Zaradi lažje preglednosti jih delimo v 
skupine.   
Peptidaze se med seboj ločijo po preferenčnem mestu delovanja. Tiste, ki odcepijo 
ostanke z N- ali C-konca imenujemo eksopeptidaze, in tiste, ki cepijo peptidno verigo na 
sredini, endopeptidaze. Eksopeptidaze lahko v nadaljevanju ločimo še glede na število 
aminokislinskih ostankov, ki jih odcepijo. Eksopeptidaze, ki odcepijo eno N-končno 
aminokislino, imenujemo aminopeptidaze, če odcepijo N-končni dipeptid, jih imenujemo 
dipeptidilpeptidaze in če odcepijo N-končni tripeptid tripeptidilpeptidaze. Eksopeptidaze, 
ki odcepijo en končni ostanek na C-koncu imenujemo karboksipeptidaze, če odcepijo C-
končni dipeptid, jih imenujemo peptidildipepitdaze3. 
Obstaja še drugi način klasifikacije proteaz, po katerem jih razdelimo v sedem skupin 
glede na njihov katalitični mehanizem. Ločimo serinske, treoninske, cisteinske, 
aspartatne, glutaminske, asparaginske in metaloproteze. Poimenovanja skupin izhajajo iz 
aminokislinskega ostanka, ki ima v reakciji hidrolize vlogo nukleofila oz. aktivacije vode, 
ki nato deluje kot nukleofil3,4. V nadaljevanju naloge smo se osredotočili na človeške 
cisteinske proteaze, imenovane cisteinski katepsini, pri katerih kot nukleofil nastopa 
cistein.  
1.1 Cisteinski katepsini 
Katepsini so široka skupina encimov, ki jo sestavljajo proteaze različnih katalitičnih 
tipov. Človeški genom zapisuje za 15 katepsinov, ki jih delimo na serinske (katepsina A 
in G), aspartatne (katepsina D in E) in cisteinske katepsine (katepsini B, C, F, H, K, L, O, 
S, V, W, X).  




Cisteinski katepsini, imenovani tudi papainu podobne cisteinske peptidaze, so z 11 
pripadniki najštevilčnejša skupina človeških katepsinov. Skladno s podatkovno bazo 
MEROPS jih uvrščamo v klan CA cisteinskih peptidaz in bolj natančno v družino C1, 
kamor sodijo papain in vsi njemu sorodni rastlinski, parazitski, virusni in insektni encimi 
ter človeški cisteinski katepsini5.   
Človeški cisteinski katepsini so monomerni globularni proteini z molekulsko maso med 
20 in 35 kDa. Izjema je katepsin C, ki je v fizioloških pogojih tetramer z molekulsko 
maso 200 kDa6. Strukture vseh peptidaznih domen so sestavljene iz tipičnega 
papainskega zvitja, od koder tudi ime papainu podobe peptidaze. Struktura zvitja je na 
primeru papaina prikazana na sliki 1a. Zgrajena je iz leve (L, ang. left) in desne (R, ang. 
right) poddomene glede na standardno orientacijo. L-poddomena je zgrajena predvsem iz 
α-vijačnic, R-poddomena pa iz β-trakov, ki sestavljajo β-sodček zaprt, z α-vijačnicami7. 
Aktivno mesto je med obema poddomenama in je v obliki črke V oblikovana reža, ki 
poteka po celotni širini encima. V aktivnem mestu, prikazanem na sliki 1b, je, kot pri 
vseh cisteinskih peptidazah, tiolatni-imidazolni ionski par Cys- - His+, ki je ključen za 
katalitično aktivnost encimov. Za katalitično aktivnost encima so pomembni še drugi 
ostanki v bližini katalitične diade. Stranska veriga Gln19 (številčenje glede na papain) 
stabilizira tetraedrični intermediat, ki nastane tekom reakcije, Asn175 (številčenje glede 
na papain) pa tvori vodikovo vez s His v katalitični diadi in skrbi za pravilno orientacijo 
imidazolnega obroča8.  
 
Slika 1: Prikaz papainskega zvitja in aktivnega mesta papainu podobnih peptidaz na 
primeru kristalne strukture papaina. a) Prikaz 3D strukture papaina (PDB 1PPN) v standardni 
orientaciji. Molekula je obarvana glede na elemente sekundarne strukture. Puščica označuje 
aktivno mesto. b) Prikaz katalitičnih ostankov v aktivnem mestu papaina. Cys25 in His159 
predstavljata katalitično diado. Gln19 sodeluje pri stabilizaciji tetraedričnega intermediata. 
Asn175 tvori vodikovo vez s His159 in je pomemben za pravilno orientacijo imidazolnega 











Substrat se v aktivno mesto cisteinskih katepsinov veže v iztegnjeni konformaciji in z 
njim interagira na 5 vezavnih mestih (slika 2). Tri vezavna mesta (S3, S2 in S1) so na N-
koncu in dve vezavni mesti (S1' in S2') na C-koncu substrata od cepitvenega mesta. 
Glavno in najbolje definirano vezavno mesto je S29, kamor večina encimov te skupine 
veže majhne hidrofobne ostanke (Leu, Val in Ile), možna pa je tudi vezava aromatskih 
ostankov (Phe in Tyr). Po specifičnosti se posamezni pripadniki te skupine med seboj 
razlikujejo. Predvsem izstopata katepsin K in katepsin B, ki na mesto S2 vežeta Pro oz. 
Arg6.  
 
Slika 2: Prikaz strukture aktivnega mesta papainu podobnih peptidaz na primeru papaina. 
Struktura papaina (PDB 1PPN) je prikazana s sivo površino. Vezavna mesta substrata na encimu 
so označena z oznakami S3-S2', pripadajoča mesta na substratu pa s P3-P2'. Do cepitve peptidne 
vezi pride med ostankoma P1 in P1'. Katalitična diada je prikazana z rumenimi (Cys25) in 
modrimi (His159) kroglami. Struktura proteina je bila pripravljena v programu USCF Chimera.  
Večina papainu podobnih peptidaz je endopeptidaz. Izjemi sta katepsina X in C, ki imata 
eksopeptidazni aktivnosti in delujeta kot karboksipeptidaza oz. aminopeptidaza. Katepsin 
B ima poleg endopeptidazne aktivnosti tudi peptidildipeptidazno aktivnost in katepsin H 
še aminopeptidazno aktivnost7,8,10.  
Cisteinski katepsini so optimalno aktivni v reducirajočem rahlo kislem okolju, takem kot 
je v lizosomih. V okolju z nevtralnim pH so večinoma nestabilni in se hitro ireverzibilno 
denaturirajo. Izjema je katepsin S, ki je stabilen v nevtralnem in rahlo alkalnem. Kljub 
temu pa danes vemo, da katepsini niso prisotni le v lizosomih, ampak jih najdemo tudi 
znotraj jedra, v citoplazmi in v zunajceličnem prostoru, kjer so bodisi prosti ali vezani na 
membrano. Tako imajo širok spekter bioloških funkcij, ki vključujejo nespecifično 
proteolitično razgradnjo substratov in specifične poti, kot so aktivacija cimogenov, 
procesiranje peptidnih hormonov8, preoblikovanje kostnega tkiva, regulacija celičnega 
cikla, preoblikovanje zunajceličnega matriksa, angiogeneza in predstavitev antigenov v 




sklopu poglavitnega histokompatibilnostnega kompleksa razreda II (MHC II, ang. major 
histocompatibility complex class II)7.  
Zaradi širokega spektra funkcij je ključna stroga regulacija njihove aktivnosti na ravni 
transkripcije, aktivacije proencimov, kompartmentalizacije v organele in inhibicije z 
endogenimi inhibitorji. Napake v različnih stopnjah regulacije vodijo v patološka stanja, 
kot so nevrološke motnje, kardiovaskularne bolezni, debelost, osteoporoza, pljučni 
emfizem, vnetne bolezni, kot je revmatoidni artritis, različne oblike raka in mišično 
distrofijo7,8,10,11. 
Eden od glavnih mehanizmov regulacije aktivnosti cisteinskih katepsinov je aktivacija 
proencima. Ti encimi se namreč sintetizirajo v obliki preproencima v endoplazemskem 
retikulumu (ER). Signalni peptid se ob vstopu v ER odcepi, N-končna prodomena pa se 
odcepi bodisi avtokatalitično ob delovanju drugih proteaz. Posamezni encimi znotraj 
skupine evkariontskih cisteinskih katepsinov se med seboj razlikujejo glede na strukturo 
in dolžino proregije in jih zato delimo v štiri skupine: katepsinu B podobne, katepsin X, 
dipeptidilpeptidazo I in katepsinu L podobne. Slednja je najštevilčnejša, ima najdaljšo 
propeptidno regijo in poleg katepsinov L, V in S, vsebuje tudi katepsin K8, ki je 
podrobneje opisan v naslednjem podpoglavju.  
1.1.1 Katepsin K 
Katepsin K je katepsinu L podobna monomerna endopeptidaza, katere zapis je na 
kromosomu 1q21 in je sestavljen iz 8 eksonov in 7 intronov. Tako kot ostali cisteinski 
katepsini se izraža v obliki cimogena s približno molekulsko maso 37 kDa. Po odstranitvi 
signalnega peptida, dolgega 15 AK, in prodomene, dolge 99 AK, ostane zrela katalitična 
domena, sestavljena iz 215 AK in molekulsko maso 23,5 kDa12,13.  
Struktura katepsina K, prikazana na sliki 3, predstavlja tipično papainsko zvitje. Od 
ostalih članov skupine katepsinu L podobnih proteaz se razlikuje po pretežno pozitivno 
nabiti površini, kar mu omogoča alosterično vezavo negativno nabitih 
glikozaminoglikanov (GAG), ki vplivajo na kolagenolitično in elastinolitično aktivnost 
encima. Aktivno mesto encima je v obliki črke V oblikovana reža, ki vsebuje tipično 
katalitično diado cisteinskih proteaz. Od ostalih cisteinskih katepsinov se loči po 
zmožnosti vezave Pro na mesto P2, kar je povezano z njegovo kolagenolitično aktivnostjo 




in visoko vsebnostjo prolina in hidroksiprolina v kolagenu. Poleg tega lahko na mesto P2 
veže tudi hidrofobne ostanke, kar je značilno za ostale cisteinske katepsine. 
 
Slika 3: Prikaz tridimenzionalne strukture katepsina K. Struktura (PDB 1ATK) je prikazana 
v standardni orientaciji. Puščica označuje položaj aktivnega mesta. Katalitična diada v aktivnem 
mestu je označena s kroglami. Cys25 je obarvan z rumeno, His162 pa z modro barvo. Ostanka sta 
oštevilčena glede na zrelo verigo encima. Slika je bila pripravljena v programu UCSF Chimera.  
Trojna vijačnica kolagena je torej glavni substrat katepsina K. Bolj natančno, encim 
razgrajuje kolagena tipa I in II. Prvi je ključna komponenta zunajceličnega matriksa 
kostnega tkiva in kože, drugi pa hrustančnega tkiva. Trojno vijačnico kolagena cepi na 
treh mestih, kar ga loči od ostalih kolagenaz, kot so metaloproteaze, ki kolagen cepijo le 
na enem mestu14. Kolagenolitična aktivnost katepsina K je odvisna od nastanka 
kompleksa z glikozaminoglikanom hondroitin-4-sulfatom (CS, ang. chondroitin-4-
sulfate), ki poveča njegovo stabilnost in aktivnost ter omogoči nastanek ustrezno 
orientiranega dimera, ki ima sposobnost lokalnega razvitja trojne vijačnice kolagena15. 
Poleg razgradnje kolagena ima katepsin K še sposobnost razgradnje elastina, osteonektina 
in agrekana16.  
Katepsin K se v najvišjih koncentracijah izraža v osteoklastih, kjer ima pomembno vlogo 
preoblikovanja kostnega tkiva. Se pa encim izraža tudi v fibroblastih kože, kjer sodeluje 
v procesu celjenja ran in vnetja. V celicah gladkih mišic žil ima pomembno vlogo 
preoblikovanja žilnih sten. V sinovialnih fibroblastih in hondrocitih pa ima pomembno 
vlogo pri razgradnji hrustanca17.   
Zaradi širokega obsega funkcij katepsina K mora biti njegova aktivnost strogo regulirana. 
Regulacija poteka na ravni transkripcije, aktivacije cimogena in inhibicije z 
makromolekulskimi inhibitorji. Poleg tega je aktivnost encima odvisna tudi od 
dejavnikov okolja, kot sta pH in redoks potencial. In vitro je encim optimalno aktiven v 








Prekomerna aktivnost katepsina K lahko vodi v patološka stanja, ki so povezana s 
prekomerno razgradnjo komponent zunajceličnega matriksa. Najbolj poznano patološko 
stanje, povezano s katepsinom K, je osteoporoza, ki je posledica prekomerne proteolitične 
razgradnje kolagena tipa I. Poleg tega so prekomerno aktivnost katepsina K povezali še z 
revmatoidnim artritisom, shizofrenijo, pljučno fibrozo, debelostjo in aterosklerozo17. 
Različne mutacije, ki zmanjšajo aktivnost katepsina K, pa vodijo v nastanek redke 
recesivne dedne bolezni piknodisostoze, za katero so značilni pritlikavost, osteoskleroza 
in patološki zlomi15.   
1.1.2 Katepsin X  
Človeški katepsin X oz. Z je papainu podobna cisteinska proteaza, ki se po strukturi in 
funkciji nekoliko razlikuje od zgoraj opisanega katepsina K. Zapis za proencim katepsina 
X je na kromosomu 20q13 in je sestavljen iz 6 eksonov in 5 intronov. Encim se tako kot 
ostali cisteinski katepsini izraža v obliki cimogena, ki ga sestavljajo 303 aminokislinski 
ostanki. Po odcepu signalnega peptida, dolgega 24 ostankov, in prodomene, dolge 38 
ostankov, ki hkrati predstavlja najkrajšo prodomeno cisteinskih katepsinov, ostane zrela 
oblika encima z dolžino 242 AK in molekulsko maso 27 kDa12,13.  
Struktura zrele oblike katepsina X ima tipično papainsko zvitje, ki pa se kljub temu 
nekoliko razlikuje od ostalih cisteinskih katepsinov. Ena od ključnih razlik je oligomerna 
struktura encima, saj ta v raztopini tvori homodimer, ki interagira preko izolognih 
površin. Struktura nastalega dimera je prikazana na sliki 4. Glavno interakcijsko površino 
dimera predstavljata zanki His23 – Cys28 in Gly110 – Ala120. Krajša zanka, dolga 6 
ostankov z zaporedjem His-Ile-Pro-Gln-Tyr-Cys, je v bližini aktivnega mesta in je glavni 
razlog za eksopeptidazno aktivnost katepsina X, saj zapira vezavno mesto S2. Druga 
zanka, z zaporedjem Gly-Thr-Cys-Asn-Glu-Phe-Lys-Glu-Cys-His-Ala, je dolga 11 
ostankov in je odgovorna za dodatno stabilizacijo dimera.  
Katepsin X za razliko od katepsina K ni zmožen avtokatalitične aktivacije, zaradi 
disulfidne povezave, ki nastane med Cys10 v prodomeni in Cys31 v aktivnem mestu. 
Zaradi tega je in vitro encim potrebno aktivirati z uporabo druge endoproteaze, in vivo pa 
encim v reducirajočih pogojih aktivira katepsin L18.  
Poleg tega katepsin X v prodomeni in katalitični domeni, vsebuje še dva integrin vezavna 
motiva, ki mu omogočata vezavo in regulacijo receptorjev integrina β2. Posledično encim 
vpliva na migracijo, adhezijo in celično signalizacijo predvsem imunskih celic19, kot so 
monociti, makrofagi, T-celični limfociti in dendritične celice, v katerih se izraža v 
najvišjih koncentracijah20.  
 





Slika 4: Prikaz strukture dimera katepsina X. Strukturi (PDB 1EF7) posameznih enot sta 
prikazani s sivo barvo. Katalitična diada v aktivnem mestu je označena s kroglami. Cys31 je 
obarvan z rumeno, His180 pa z modro barvo. Ostanka sta oštevilčena glede na zrelo verigo 
encima. S svetlo modrimi kroglicami in palčkami je prikazana dimerizacijska zanka His23 – 
Cys28, z zelenimi pa zanka Gly110 – Ala120. Struktura je bila pripravljena v programu UCSF 
Chimera. 
1.2 Oligomerizacija proteinov  
Oligomerni proteini, sestavljeni iz dveh ali več polipeptidnih verig, predstavljajo velik 
del celičnih proteinov. Max Perutz je z uporabo rentgenske kristalografije določil 
strukturo hemoglobina, takrat prvo določeno strukturo oligomernega proteina21. Temu je 
sledilo odkritje še mnogih drugih oligomernih proteinov in ugotovitev, da je tvorba 
multimernih struktur v naravi zelo pogosta. Določiti točen delež oligomernih proteinov v 
celici je praktično nemogoče, saj večino proteinskih struktur določamo z in vitro metodo 
rentgenske kristalografije, kjer so pogoji popolnoma drugačni od tistih v celici in 
asimetrične enote pogosto vsebujejo nefiziološke oligomere, ki v in vivo pogojih ne 
obstajajo22.  
Kljub temu velja, da večji del proteinov za opravljanje svoje funkcije v celicah tvori 
oligomerne strukture23, v katerih so posamezne podenote med seboj povezane z 
nekovalentnimi interakcijami, kot so vodikove vezi, hidrofobne interakcije in 
elektrostatske interakcije. Manjši del oligomernih struktur nastane po principu izmenjave 
domen, interakcije preko skupnega kovinskega iona ali nastanka kovalentne disulfidne 
povezave24. Nastali oligomeri se med seboj razlikujejo po kompleksnosti in velikosti, saj 
lahko tvorijo velike holoencime ali enostavne dimere. Ti so lahko sestavljeni iz med seboj 
enakih ali različnih polipeptidnih verig in jih posledično delimo na homo- in 
heterooligomere.  
Večina človeških oligomernih encimov z določeno kvartarno strukturo je 
homooligomerov, heterooligomeri prispevajo le manjši del struktur. Najpogosteje se v 
človeških celicah pojavljajo dimeri in tetrameri, sledijo jim trimeri in heksameri. Z 




višanjem števila polipeptidnih verig se prevalenca oligomerov v celici manjša. Prav tako 
so oligomeri s sodim številom podenot bolj pogosti kot oligomeri z lihim številom 
podenot25.  
1.2.1 Klasifikacija oligomernih proteinov  
S povečanjem števila znanih oligomernih struktur se je pojavila potreba po njihovi 
klasifikaciji. Klasificiramo jih lahko glede na strukturo, razpolovni čas interakcij in glede 
na obveznost nastanka interakcij med posameznimi podenotami. 
Glede na identiteto podenot ločimo homo- in heterooligomere, ki se med seboj lahko 
razlikujejo glede na tip interakcijske površine. Posamezne polipeptidne verige v 
heterooligomerih vedno interagirajo preko heterolognih oz. različnih površin. Tak način 
povezovanja, z izjemo cikličnih struktur, vodi v nastanek neskončnih agregatov. V 
homooligomerih se posamezne podenote lahko povežejo tudi preko izolognih oz. enakih 
površin in tvorijo simetrične oligomere.  
Oligomere med seboj ločimo tudi glede na obveznost nastanka kompleksa. Obvezni 
oligomeri so tisti, katerih posamezne podenote zaradi nestabilnosti niso prisotne v in vivo 
pogojih. Neobvezni oligomeri so tisti, katerih posamezne polipeptidne verige obstajajo v 
celicah tudi kot monomeri. Primer slednjih so kompleksi, ki nastanejo med receptorjem 
in ligandom ali protitelesom in antigenom.  
Nastali kompleksi so različno stabilni in interakcije med njimi različno obstojne. Nekateri 
oligomeri so sestavljeni iz tesno povezanih monomernih enot, ki tvorijo trajne oz. 
permanentne strukture. V primeru nastanka prehodnih struktur pa posamezne podenote 
med seboj asociirajo in disociirajo. Obvezni oligomeri ponavadi tvorijo trajne interakcije, 
neobvezni oligomeri pa prehodne.  
V mnogih primerih interakcij med monomeri ne moremo neposredno umestiti v zgornje 
kategorije, saj je stabilnost kompleksov in njihova obveznost odvisna od fizioloških 
pogojev in okolja23,26.  
1.2.2 Struktura interakcijske površine med polipeptidi v oligomeru 
S povečanjem števila znanih struktur proteinskih kompleksov so ugotovili, da se ti med 
seboj ne razlikujejo le strukturno in funkcijsko, ampak se razlikujejo tudi po sestavi in 
geometriji interakcijske površine. Posledično se interakcijski partnerji med seboj 
povezujejo specifično in z različnimi afinitetami, ki so za obvezne oligomere v nM 
območju, za neobvezne komplekse pa v µM območju.  
Kljub razlikam za vse interakcijske površine velja, da so aminokislinski ostanki, ki jih 
sestavljajo, bolj ohranjeni kot preostali ostanki na površini. To nakazuje na velik pomen 
interakcijskih površin za opravljanje funkcij posameznih proteinov. Še posebej ohranjeni 
so ostanki v območju vroče točke (ang. hot-spot), ki so na sredini interakcijske površine 




in prispevajo bistven del vezavne energije za nastanek interakcije. Ti ostanki so večinoma 
hidrofobni, kot sta Tyr in Trp, pogosto pa se pojavi tudi Arg. Okoli osrednje vroče točke 
so znotraj interakcijske površine ostanki, ki so po aminokislinski sestavi podobni 
preostalemu delu površine proteina, zato je njihova identifikacija in silico bistveno 
težja27.  
Po obliki so interakcijske površine hetero- in homooligomerov krožne in planarne. 
Razlike v velikosti interakcijskih površin so večinoma povezane z velikostjo monomernih 
enot, pri čemer imajo večje podenote večjo interakcijsko površino23. Povprečna velikost 
biološke interakcijske površine znaša med 1200 Å2 in 2000 Å2 na posamezni interakcijski 
partner27.   
1.2.3 Pomen oligomerizacije proteinov  
Samosestavljanje polipeptidnih verig v večje oligomerne strukture ima funkcijske in 
strukturne prednosti. Glavna prednost oligomernih struktur je zmanjšana topilu dostopna 
površina glede na monomer in s tem povečana stabilnost strukture ter večja odpornost na 
razgradnjo in denaturacijo28.  
Poleg tega imajo oligomerni encimi dodatne ravni regulacije in specifičnosti encimske 
aktivnosti. Dodatno vezavno mesto encima lahko nastane na stičišču med obema 
podenotama in je tako sestavljeno iz aminokislinskih ostankov dveh polipeptidnih verig, 
kar encimu zagotavlja večjo specifičnost. Primer takih encimov so restrikcijske 
endonukleaze tipa II. Dodatno raven regulacije predstavlja tudi kooperativnost oz. 
alosterična komunikacija. Aktivnost encimov v obeh primerih je tako regulirana z 
oligomerizacijo, saj ob padcu koncentracije encima pod določeno mejno vrednost 
oligomer razpade in encim izgubi aktivnost29,23.  
Prednost oligomernih proteinov predstavlja tudi manjši delež napak v procesu translacije 
manjših proteinov, ki se ko- ali posttranslacijsko povežejo v oligomer, v primerjavi s 
translacijo večjih proteinov. Poleg tega je zvijanje manjših proteinov hitrejše in 
enostavnejše v primerjavi z zvijanjem večjih globularnih proteinov, ki pogosto 
potrebujejo pomoč šaperonov. Zaradi tega manjši proteini bistveno manj obremenijo 
celični šaperonski sistem kot večji23.  
Najpogostejši v celicah so homooligomeri, saj predstavljajo ekonomičen način nastanka 
velikih proteinov, ki pa so v primerjavi z monomernimi enotami bolj stabilni. To je še 
posebej pomembno za organizme z majhnimi genomi.  
1.3 Proteinski inženiring oligomernih proteinov  
Oligomerizacija sicer monomernih encimov je vzbudila veliko zanimanja, saj lahko s tem 
izboljšamo funkcijske lastnosti encimov in povečamo njihovo stabilnost. Poleg tega 




oligomerni proteini omogočajo višjo lokalno koncentracijo aktivnih mest in s tem 
povečajo katalitično sposobnost encima30.  
Oligomerizacijo encimov lahko dosežemo na več načinov. Najenostavnejši pristop 
temelji na fuziji encimov z interakcijskimi domenami, ki v naravi že obstajajo, kot so 
levcinske zadrge, druge oblike obvitih vijačnic, amfipatične domene in peptidi, zgrajeni 
iz β-trakov. Tako lahko združujemo enake ali različne monomerne enote in s tem 
ustvarimo homo- ali heterooligomere. Pri pripravi fuzijskih konstruktov moramo 
upoštevati kompatibilnost fuzijske domene in encima ter njegovo sposobnost po 
sprejemanju N- oz. C-končne fuzije30.  
Oligomer lahko ustvarimo tudi z umestitvijo kelacijskega motiva v strukturo encima in s 
tem dosežemo oligomerizacijo preko kovinskega iona. Ustrezno mesto za umestitev po 
navadi predstavljajo ostanki, ki tvorijo α-vijačnico. Ključna je izbira kovinskega iona, ki 
mora omogočati ustrezno geometrijo interakcije in ne sme vplivati na encimsko aktivnost 
konstrukta.  
Pri večdomenskih proteinih lahko oligomerizacijo dosežemo z izmenjavo domen, pri 
čemer si dva proteina izmenjata del strukture, ki po navadi predstavlja N- ali C-konec 
proteina. Za nastanek dimera z izmenjavo domen morata biti domeni povezani z ustrezno 
dolgo povezovalno zanko (ang. hinge region). Eksperimentalno so uspeli določiti, da je 
optimalna dolžina povezovalne zanke 5 aminokislinskih ostankov, z zaporedjem Gln-
Val-Val-Ala-Gly30.  
Bolj zapleten postopek predstavlja priprava dimernih struktur iz enodomenskih 
globularnih encimov, za katera želimo, da interagirata preko dveh minimalno 
spremenjenih površin, ki ju povezuje veliko šibkih nekovalentnih interakcij ali disulfidnih 
povezav. Pri tem je treba identificirati potencialno interakcijsko površino in jo 
optimizirati tako, da bo modificiran encim sposoben tvoriti stabilno strukturo. V obeh 
korakih si pomagamo z bioinformatskimi orodji.  
1.3.1 Bioinformatska orodja za napovedovanje interakcijskih površin 
Bioinformatska orodja za napovedovanje interakcijskih površin morajo uspešno ločiti 
med interakcijskimi ostanki in ostalimi ostanki na površini proteina. To ločevanje lahko, 
odvisno od orodja, temelji na tipu aminokislin, fizikalno-kemijskih lastnosti, ohranjenosti 
ostankov, topilu dostopni površini in obliki površine.  
Glede na to, kako orodja napovedujejo interakcijske površine, jih delimo na metode, ki 
temeljijo na homologiji, in metode, ki temeljijo na strojnem učenju brez predlog. Prvi 
pristop temelji na predpostavki, da so si homologi med seboj podobni v strukturi, 
zaporedju in funkciji. Kadar so homologne strukture z eksperimentalno določenimi 
interakcijskimi površinami znane, nam tak pristop da precej boljše rezultate od ostalih 
metod. V primeru odsotnosti homolognih struktur moramo uporabiti programe, ki 




temeljijo na strojnem učenju brez predlog. Te v nadaljevanju delimo na take, ki temeljijo 
na strukturi, in take, ki temeljijo na aminokislinskem zaporedju31.  
Metode, ki temeljijo na aminokislinskem zaporedju, uporabljajo zgolj informacijo o 
aminokislinskem zaporedju proteina in na podlagi tega napovejo interakcijsko površino. 
Metode, ki temeljijo na strukturi, pa pridobijo informacijo iz 3D strukture proteina. Tak 
program je ProMate32, ki smo ga uporabili v raziskovalnem delu.  
Pogosto uporabimo bioinformatska orodja, ki združujejo oba pristopa in informacijo o 
interakcijskih površinah iščejo na podlagi fizikalno-kemijskih lastnosti, sekundarne 
strukture, topilu dostopne površine in ohranjenosti aminokislinskega zaporedja33. Taki 
programi so SPPIDER34, WHISCY35, CPORT36 in Meta-PPISP37.  
1.3.2 Bioinformatska orodja za napovedovanje strukture oligomera  
Za napovedovanje struktur uporabljamo metodo molekulskega umeščanja (ang. 
docking), ki računalniško napove interakcijo med makromolekulama in ima zato 
pomembno vlogo pri pridobivanju strukturnih informacij o proteinskih oligomerih. 
Programi skozi algoritme iskanja identificirajo domnevne načine povezave monomernih 
enot.  
Posamezna orodja se med seboj razlikujejo glede na algoritme, ki jih uporabljajo za 
iskanje in ovrednotenje rezultatov, vsem pa je skupno, da kot vhodno informacijo 
uporabijo 3D strukturo monomernega receptorja in liganda, raziščejo vsa konformacijska 
stanja in ustvarijo strukturne modele, ki jih na koncu ovrednotijo in predstavijo glede na 
verjetnost nastanka kompleksa. Za ovrednotenje uporabljajo različne energijske funkcije 
in parametre, kot so desolvatacijska, elektrostatska in van der Waalsova energija ter 
zakopana površina (BSA, ang. buried surface area)38. Med raziskovalnim delom smo 
uporabili štiri orodja za molekulsko umeščanje: HADDOCK39, ZDOCK40, M-ZDOCK41 
in SymmDock42. 
  




2 Namen dela in hipoteze 
Namen magistrske naloge je bil pripraviti homodimerno obliko katepsina K, ki je sicer 
monomerna cisteinska proteaza. Zato smo v prvem koraku s pomočjo bioinformatskih 
orodij, kot so orodja za napovedovanje interakcijskih površin in molekulsko umestitev, 
poskušali identificirati potencialne interakcijske površine v monomerni strukturi in jih 
optimizirati tako, da bi preko njih prišlo do nastanka stabilnega oligomera. V drugem delu 
raziskovalnega dela smo s postopkom mutageneze želeli pripraviti dve mutirani obliki 
prokatepsina K z vstavljenima zaporedjema, ki sta v sorodnem katepsinu X odgovorna za 
dimerizacijo. V nadaljevanju bi pripravljena mutanta poskušali aktivirati, preveriti njuno 
katalitično aktivnost in določiti oligomerno stanje.  
Pred začetkom opravljanja dela smo postavili hipotezi: 
1. Molekula katepsina K, ki v naravi obstaja le v monomerni obliki, vsebuje 
površine, ki bi lahko omogočale nastanke stabilnega dimera. Te potencialne 
interakcijske površine lahko identificiramo z uporabo bioinformatskih orodij.   
2. Z uvedbo dveh vstavljenih zaporedij, ki sta odgovorni za dimerizacijo sorodnega 








3 Materiali in metode  
3.1 Materiali 
3.1.1 Reagenti in kemikalije 
Reagenti in kemikalije, ki smo jih uporabili pri opravljanju eksperimentalnega dela, so 
našteti v tabeli 1.  
Tabela 1: Seznam uporabljenih kemikalij pri eksperimentalnem delu s pripisanim 
proizvajalcem. 
Reagent Proizvajalec 
akrilamid/bisakrilamid (37,5:1) Sigma-Aldrich (ZDA) 
ampicilin  Fischer Bioreagents (ZDA) 
APS Thermo Fischer Scientific (ZDA) 
DMSO Sigma-Aldrich (ZDA) 
DTT Sigma-Aldrich (ZDA) 
EDTA Merck (ZDA) 
etanol Carlo Erba Reagents (Italija) 
imidazol  Sigma-Aldrich (ZDA) 
IPTG Sigma-Aldrich (ZDA) 
izopropanol Merck (ZDA) 
kloramfenikol  Thermo Fischer Scientific (ZDA) 
klorovodikova kislina  Carlo Erba Reagents (Italija) 
natrijev acetat  Sigma-Aldrich (ZDA) 
natrijev dihidrogen fosfat Honeywell Fluka (ZDA) 
natrijev klorid  Gram Mol (Hrvaška) 
ocetna kislina  Carlo Erba Reagents (Italija) 
pepstatin Bachem (Švica) 
pufer Tango Thermo Fischer Scientific (ZDA) 
saharoza Sigma-Aldrich (ZDA) 
set reagentov za izolacijo plazmidne DNA (GeneJET 
Plasmid Miniprep Kit) 
ThermoFischer Scientific (ZDA) 
Set reagentov za mutagenezo (Q5 Site Directed 
Mutagenesis Kit) 
New England Biolabs (ZDA) 
TEMED  Biorad (ZDA) 
tetraciklin  Honeywell Fluka (ZDA) 
Tris Sigma-Aldrich (ZDA) 
 
 




3.1.2 Pomembnejša laboratorijska oprema 
Pomembnejša laboratorijska oprema, ki smo jo uporabili pri opravljanju 
eksperimentalnega dela, je našteta v tabeli 2.  
Tabela 2: Seznam uporabljene laboratorijske opreme pri eksperimentalnem delu s 
pripisanim proizvajalcem. 
Oprema Proizvajalec 
centrifuga Sorvall RC 6+ Thermo Sceintific (ZDA) 
centrifugra 5810 R Eppendorf (Nemčija) 
črpalka P-1 Pharmacia Fine Chemicals (Švedska) 
filtri s premerom por 0,45 µm Sartorius (Nemčija) 
fluorimeter Luminiscence spectrometer LS50B Pekin Elmer (ZDA) 
FPLC Äkta GE Healthcare (VB) 
homogenizator WiseTis Witeg Labortechnik (Nemčija) 
kolona za gelsko kromatografijo Superdex 200 10/300 GE Healthcare (VB) 
kolona za Ni2+-afinitetno kromatografijo HisTrapTM GE Healthcare (VB) 
koncentrator Amicon Ultra 10K Merck Millipore (Irska) 
magnetno mešalo FB15045 Fisher Scientific (ZDA) 
namizna centrifuga Eppendorf miniSpin Plus Eppendorf (Nemčija) 
nanodrop 2000c spektrofotometer Thermo Fischer Scientific (ZDA) 
napajalnik za elektroforezo EPS-301 Amersham Biosciences (ZDA) 
naprava za slikanje gelov MiniBis Pro DNR Bio Imaging Systems (Izrael) 
PCR ABI Veriti Thermal Cycler Thermo Fischer Scientific (ZDA) 
pH-meter SevenEasy Mettler Toledo (ZDA) 
poliakrilamidna gelska elektorforeza  Biorad (ZDA) 
spektofotometer Cary 50 UV-VIS Varian (ZDA) 
spektrofotometer Jasco J-1500 Jasco (ZDA) 
stresalni inkubator Orbi-Safe TS NetWise Sanyo (Japonska) 
stresalnik IS 200K Kambič (Slovenija) 
tehtnica PL83-S Mettler Toledo (ZDA) 
tehtnica WLC 2/A2 RADWAG (Poljska) 
tehtnica XA 60/220/X RADWAG (Poljska) 
termomikser 5436 Eppendorf (Nemčija) 
termomikser comfort Eppendorf (Nemčija) 








3.1.3 Pufri in raztopine 
Pufri in raztopine, ki smo jih uporabili tekom eksperimentalnega dela, so našteti v tabeli 
3.  
Tabela 3: Seznam pufrov in raztopin, uporabljenih pri eksperimentalnem delu, s pripisano 
sestavo. 
Pufer/raztopina Sestava 
pufer za spiranje bakterijskih celic 
20 % saharoza, 1 mM EDTA, 20 mM 
Tris/HCl, pH 7,5 
vezavni pufer za Ni2+-afinitetno kromatografijo 
500 mM NaCl, 20 mM Na2HPO4, 
20 mM imidazol, pH 7,4 
elucijski pufer za Ni2+-afinitetno kromatografijo 
500 mM NaCl, 20 mM HNa2O4PO, 
500 mM imidazol, pH 7,4 
dializni pufer  
500 mM NaCl, 1 mM EDTA, 20 mM 
fosfat, pH 7,4  
pufer za aktivacijo katepsina K  3 M NaOAc, pH 3,8 
pufer za ustavitev aktivacije katepsina K  3 M NaoAc, pH 5,5 
pufer za kinetične meritve s katepsinom K 
100 mM NaOAc, 1 mM EDTA,  
pH 5,5 
pufer za raztapljanje pepsina  
100 mM NaOAc, 1 mM EDTA,  
pH 4,0 
nanašalni pufer za NaDS-elektroforezo 
10 % (v/v) glicerol, 2 % (w/v) NaDS, 
4 % (w/v) DTT, 0,005 % (w/v) 
bromfenol modro, 75 mM Tris/HCl, 
pH 6,8 
pufer za koncentracijski gel za NaDS-elektroforezo 0,5 M Tris/HCl, pH 6,8  
pufer za ločevalni gel za NaDS-elektroforezo 1,5 M Tris/HCl, pH 8,8  
10 x elektroforezni pufer z NaDS 
30 g Tris, 10 g NaDS, 144 g glicina v 
1 l dH2O 
raztopina za barvanje elektroforeznega gela  
0,2 % (m/v) raztopina Coomassie 
modrega barvila v 40 % etanolu  
raztopina za razbarvanje elektroforeznega gela 
30 % (v/v) etanol, 10 % (v/v) ocetna 
kislina 
proteinska lestvica PierceTM Unstained Protein MW 
Marker  
Proteinski standard: 116 kDa,  
66,2 kDa, 45 kDa, 35 kDa, 25 kDa, 








3.1.4 Plazmidni vektor 
Za tarčno mutagenezo smo uporabili plazmid pET-32/28b(+) (slika 5) z vstavljenim 
zapisom za divji tip prokatepsina K, pripravljen na Katedri za biokemijo Fakultete za 
kemijo in kemijsko tehnologijo UL. Zapis za encim je bil v vektor vstavljen preko 
restrikcijskih mest NheI in XhoI. V nadaljevanju smo mutirano obliko tega plazmida 
uporabili za ekspresijo rekombinantnih mutantnih oblik prokatepsina K.  
 
Slika 5: Plazmidna karta vektorja pET32/28b(+). Na shemi so označene pomembnejše 
lastnosti plazmida. Z zeleno barvo je označeno zaporedje, ki celicam omogoča odpornost na 
ampicilin. Z rumeno barvo so označena mesta začetka replikacije. Z vijolično barvo je označen 
zapis za represor Lac in zaporedje za protein Rop. Z belo barvo so označena promotorska in 
terminatorska zaporedja.  
3.1.5 Oligonukleotidi za mestno-specifično mutagenezo 
Za uvedbo vstavljenih zaporedij smo uporabili oligonukleotide, navedene v tabeli 4.  
Tabela 4: Oligonukleotidi s pripadajočim nukleotidnim zaporedjem. 
Oligonukleotid Nukleotidno zaporedje 
insert m smerni F: 5' – gcagtattgtggttcctgttgggct – 3' 
insert m protismerni R: 5’ – ggaatatgctgatttttgacaggagtaacatatcc – 3’ 
insert z smerni F: 5’ – aaagaatgccatgcgaaggcagctaaatgcagag – 3’ 
insert z protismerni R: 5’ – aaattcgttgcaggtgcctgttgggttgtacat – 3’  
 




3.1.6 Bakterijski sevi  
Bakterijska seva, ki smo ju uporabili pri opravljanju eksperimentalnega dela, sta 
navedena v tabeli 5. Za namnožitev mutiranih plazmidov smo uporabili celice 
Escherichia coli (E. coli) seva DH5α, za ekspresijo mutiranih rekombinantnih oblik 
prokatepsina K pa celice E. coli seva Rosetta Gami 2 (DE3) pLysS.   
Tabela 5: Seznam uporabljenih bakterijskih sevov E. coli pri eksperimentalnem delu s 
pripisanim genotipom. 
Bakterijski sev Genotip 
DH5α F- Ф80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169 deoR recA1 end 
A1 hsdR17 (rk-, mk+) phoA supE44 λ- thi-1 gyrA96 relA  
Rosetta Gami 2 (DE3) pLysS  Δ(ara-leu)7697 ΔlacX74 ΔphoA PvuII phoR araD139 
ahpC galE galK rpsL(DE3) F′[lac+ lacIq pro] 
gor522::Tn10 trxB pRARE2 (CamR, StrR, TetR)  
3.1.7 Gojišča  
Gojišča, ki smo jih uporabili pri opravljanju eksperimentalnega dela, so našteta v tabeli 
6.  
Tabela 6: Seznam uporabljenih gojišč pri eksperimentalnem delu. 
Gojišče Sestava 
tekoče gojišče LB  10 g/l peptona, 5 g/l kvasnega ekstrakta, 10 g/l NaCl  
trdno gojišče LB  15 g/l agarja, 10 g/l peptona, 5 g/l kvasnega ekstrakta,  
10 g/l NaCl 
tekoče gojišče LBA  tekoče gojišče LB z  50 µg/ml ampicilina 
trdno gojišče LBA  trdno gojišče LB z 50 µg/ml ampicilina 
tekoče gojišče LBACT tekoče gojišče LB z 50 µg/ml ampicilina, 34 µg/ml 
kloramfenikola in 12,5 µg/ml tetraciklina 
trdno gojišče LBACT trdno gojišče LB z 50 µg/ml ampicilina, 34 µg/ml 
kloramfenikola in 12,5 µg/ml tetraciklina 
3.1.8 Antibiotiki  
Antibiotiki, ki smo jih uporabili pri eksperimentalnem delu, so našteti v tabeli 7.  
Tabela 7: Seznam uporabljenih antibiotikov pri eksperimentalnem delu s pripisano založno 
koncentracijo. 
Antibiotik Založna koncentracija 
ampicilin 100 mg/ml v 70 % (v/v) etanolu 
kloramfenikol  50 mg/ml v 70 % (v/v) etanolu 
tetraciklin  12,5 mg/ml v 70 % (v/v) etanolu  




3.1.9 Pomožni encimi  
Encimi, ki smo jih uporabili pri eksperimentalnem delu, so našteti v tabeli 8.  
Tabela 8: Seznam uporabljenih encimov pri eksperimentalnem delu s pripisanim 
proizvajalcem. 
Encim Proizvajalec 
Q5 Hot Start High-Fidelity DNA polimeraza New England Biolabs (ZDA) 
KLD Enzyme mix  New England Biolabs (ZDA) 
Pepsin  Sigma-Aldrich (ZDA) 
3.1.10 Sintetična substrata za katepsin K  
Pri analizi encimske aktivnosti mutiranih oblik katepsina K smo uporabili fluorogena 
substrata Z-FR-AMC (Bachem, Švica) in Abz-HPGGPQ-EDDnp (Merck, ZDA), 
raztopljena v DMSO.  
3.2 Metode  
3.2.1 Identifikacija potencialnih interakcijskih površin katepsina K in silico in 
molekulsko umeščanje 
Za identifikacijo interakcijskih površin smo uporabili prosto dostopna spletna 
bioinformatska orodja SPPIDER, ProMate, Meta-PPISP, CPORT in WHISCY.  
Z molekulsko umestitvijo smo napovedali strukture dimernih oblik katepsina K. 
Uporabili smo spletna orodja HADDOCK 2.4 (dostopen na povezavi 
https://wenmr.science.uu.nl/haddock2.4/), ZDOCK 3.0.2, M-ZDOCK (dostopna na 
povezavi http://zdock.umassmed.edu) in SymmDock (dostopen ne povezavi 
http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/SymmDock/php.php). Program ZDOCK 3.0.2 je prosto 
dostopen in s pomočjo translacije in rotacije struktur proteinov v prostoru išče možne 
načine vezave, ki jih nato oceni z energijsko funkcijo. Kot vhodno informacijo program 
sprejme datoteko PDB receptorja in liganda. Uporabniku omogoči izbor površinskih 
ostankov, za katere je želeno, da nastopajo v interakcijski površini, in ostankov, ki ne 
smejo nastopati v interakciji, kot so npr. ostanki znotraj aktivnega mesta40. Del programa 
je tudi orodje M-ZDOCK, ki na podlagi strukture monomera napove strukturo cikličnega 
oligomera41. Podobno kot M-ZDOCK, deluje tudi SymmDock, saj na podlagi geometrije 
monomera napove strukturo cikličnega simetričnega oligomera42.  
Podobno orodje je tudi program HADDOCK 2.4 za napovedovanje struktur kompleksov 
na podlagi vhodnih monomernih struktur. Ta uporabniku omogoča izbiro aktivnih in 
pasivnih aminokislinskih ostankov, pri čemer so aktivni tisti, ki se nahajajo znotraj 
interakcijske površine in pasivni tisti, ki se nahajajo v okolici aktivnih ostankov. 
Omogoča tudi ročno vnašanje podatkov o protonaciji ostankov, fleksibilnosti proteina, 




eksperimentalno določenih omejitvah in številu generiranih struktur. Rezultate poda v 
obliki gruč, pri čemer so za vsako gručo rezultati podani v obliki HADDOCK vrednosti, 
interakcijskih energij, z-vrednosti in zakopane površine (BSA, ang. buried surface 
area)39.  
Kot vhodno informacijo smo v vseh orodjih uporabili PDB-datoteke divjega tipa ali in 
silico mutiranih struktur katepsina K, ki smo jo pridobili iz podatkovne baze Protein Data 
Bank43 (PDB 1ATK). Za prikaz struktur, njihovo dodatno analizo in in silico mutagenezo 
smo uporabili program UCSF Chimera44. V vseh primerih smo ohranili privzete 
nastavitve programov. 3D strukturo mutantnih encimov smo na podlagi aminokislinskega 
zaporedja pridobili s spletnim orodjem SWISS-MODEL45 (dostopen na 
https://swissmodel.expasy.org).  
Stabilnost dimernih struktur katepsina K in energijo interakcij smo preverjali z 
molekulsko dinamiko (MD). Simulacije MD smo izvedli s programom NAMD46. 
Simulacije smo analizirali v programu VMD47. Začetne strukture so bili rezultati, 
pridobljeni iz zgoraj omenjenih programov za molekulsko umeščanje. Simulacije smo 
izvajali v vodnem topilu pri konstantni temperaturi 298 K. Dolžine posameznih tekov 
simulacij so bile med 80 in 100 ns. Za določitev povprečnih struktur smo uporabili 
program Wordom.  
3.2.2 Načrtanje oligonukleotidov za mestno-specifično mutagenezo  
Tekom raziskovalnega dela smo pripravili konstrukte za tri mutantne oblike prokatepsina 
K in dva izrazili v obliki rekombinantnega proteina. Seznam mutantov s pripadajočo 
mutacijo je naveden v tabeli 9.  
Tabela 9: Seznam mutant prokatepsina K s pripadajočo mutacijo. 
Ime mutante Mutacija  
mutant »M«  insercija zaporedja -HIPQY- in delecija AK -GQ- 
mutant »Z«  insercija zaporedja -TCNEFKECHA- 
mutant »MZ«  insercija zaporedij -HIPQY- in -TCNEFKECHA- ter delecija -GQ- 
 
Z pripravo mutant smo v zaporedje prokatepsina K uvedli zapis za dve dodatni zanki, ki 
sta prisotni v katepsinu X in sta odgovorni za dimerizacijo encima.  
Mutant »M« je mutirana oblika prokatepsina K, pri kateri smo med Gln133 in Cys136 
(številčenje glede na pro-obliko encima) uvedli aminokislinsko zaporedje His-Ile-Pro-
Gln-Tyr in hkrati izbrisali aminokislini Gly134 in Gln135. Primerjava zaporedij divjega 
tipa preprokatepsina K in prepro mutantne oblike »M« je prikazana na sliki 6. Mutant 
»Z« je mutirana oblika prokatepsina K, pri kateri smo med Gly216 in Lys217 (številčenje 
glede na pro-obliko encima) uvedli aminokislinsko zaporedje Thr-Cys-Asn-Glu-Phe-
Lys-Glu-Cys-His-Ala. Primerjava zaporedij divjega tipa preprokatepsina K in mutanta 
»Z« je prikazana na sliki 7. Mutant »MZ«  vsebuje obe inserciji in delecijo prikazane na 
slikah 6 in 7.   




Vse začetne oligonukleotide, ki smo jih potrebovali za uvedbo ustreznih mutacij, smo 
načrtali s spletnim orodjem NEBaseChangerⓇ (dostopen na 
https://nebasechanger.neb.com).  
 
Slika 6: Poravnava zaporedij prepro-oblike divjega tipa katepsina K (ProCatK) in      
prepro-oblike mutanta »M« (ProMutM). Z modro barvo je označeno aminokislinsko 
zaporedje, ki smo ga z mutagenezo uvedli v zapis za prokaptesin K. Z rdečo barvo sta označeni 
aminokislini, ki smo ju iz zaporedja izbrisali.  
 
Slika 7: Poravnava zaporedij prepro-oblike divjega tipa katepsina K (ProCatK) in      
prepro-oblike mutanta »Z« (ProMutZ). Z zeleno barvo je označeno aminokislinsko zaporedje, 
ki smo ga z mutagenezo uvedli v zapis za prokatepsin K.  




3.2.3 Mestno-specifična mutageneza 
Mutagenezo smo izvedli z uporabo seta reagentov Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit 
(NEB, ZDA). Po spodnjem protokolu smo pripravili reakcijsko mešanico za PCR-
reakcijo:  
12,50  µl Q5 Hot Start HF 2x Master Mix 
  1,25 µl  smernega začetnega oligonukleotida 
  1,25 µl  protismernega začetnega oligonukleotida 
  0,50 µl plazmida (1 – 25 ng) 
  9,50 µl  vode MiliQ 
25,00 µl  končni volumen  
 
PCR je potekal po naslednjem programu:  
 
začetna denaturacija 1x 98 ℃ 30 sekund 
denaturacija 
25x 
98 ℃ 10 sekund 
prileganje 64 ℃ 20 sekund 
podaljševanje 72 ℃ 4 minute  
končno podaljševanje 1x 72 ℃ 2 minuti 
celokupen čas reakcije   115 minut  
 
PCR-reakciji je sledila reakcija z encimsko mešanico KLD, ki vsebuje kinazo, ligazo in 
restriktazo DpnI:  
 
  1 µl PCR-produkta 
  5 µl  2x reakcijskega pufra KLD 
  1 µl  10x encimske mešanice KLD 
  3 µl  vode MiliQ 
10 µl  končni volumen  
 
Pripravljeno reakcijsko mešanico KLD smo inkubirali 5 minut pri sobni temperaturi. 
Sledila je transformacija bakterijskih celic, opisana v poglavju 3.2.4.  
3.2.4 Pomnoževanje mutiranih plazmidov 
Alikvotu (100 µl) celic E. coli seva DH5α smo dodali 5 µl PCR produkta obdelanega s 
KLD encimsko mešanico. Celice smo 30 minut inkubirali na ledu in nato izvedli toplotni 
šok s 45-sekundno inkubacijo pri 42 ℃, ki ji je sledila 2-minutna inkubacija na ledu. Nato 
smo transformiranim celicam dodali 800 µl tekočega LB gojišča in jih nadaljnjo uro 
inkubirali pri 37 ℃ s stresanjem pri 300 vrt./min. Po inkubaciji smo celice 4 minute 
centrifugirali pri 3000 g in odpipetirali 700 µl supernatanta. Usedle celice smo 
resuspendirali v preostalem mediju in jih razmazali na trdno gojišče LBA ter jih preko 
noči inkubirali pri 37 ℃. Eno izmed zraslih kolonij smo iz trdnega gojišča precepili v     
10 ml tekočega gojišča LBA in ga inkubirali pri 37 ℃ 16 do 20 ur.  




Inkubaciji je sledila izolacija plazmida iz bakterijskih celic s setom reagentov Thermo 
Scientific GeneJET Plasmid Miniprep. Sledili smo priloženemu protokolu »A«. Za 
izolacijo smo uporabili 8 ml tekoče kulture. Elucijo smo izvedli s 50 µl priloženega 
elucijskega pufra. Koncentracijo izoliranega plazmida smo določili z merjenjem 
absorbance pri 260 nm na spektrofotometru Nanodrop. Vzorec smo poslali na 
sekvenciranje in s tem potrdili uspešnost mutageneze. Za analizo sekvenc smo uporabili 
spletno orodje BLAST48 (dostopno na https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  
3.2.5 Izražanje in izolacija mutiranih oblik prokatepsina K  
Za izražanje mutiranih oblik prokatepsina K smo uporabili kompetentne celice Rosetta 
Gami 2 (DE3) pLysS. Alikvotu celic (100 µl) smo dodali 50 – 55 ng plazmida pET32/28 
z zapisom za ustrezno mutantno obliko prokatepsina K. Po začetni 30 minutni inkubaciji 
smo izvedli toplotni šok, pri čemer smo celice 45 sekund inkubirali pri 45 ℃ in 2 minuti 
na ledu. Nato smo celice z dodatkom tekočega gojišča LB inkubirali 1 uro pri 37 ℃ s 
stresanjem pri 300 vrt./min. Transformirane bakterije smo razmazali na trdno gojišče 
LBACT, ki smo ga preko noči inkubirali pri 37 ℃.  
Eno od zraslih kolonij smo precepili v 50 ml tekočega gojišča LBACT in ponovno 
inkubirali preko noči pri 37 ℃. Naslednji dan smo 8 ml tekoče kulture prenesli v 400 ml 
tekočega medija LBACT in inkubirali pri 37 ℃, dokler A600 ni znašala med 0,6 in 0,8. 
Takrat smo za indukcijo izražanja dodali 1 mM IPTG in celice stresali preko noči pri 
18 ℃.  
Po prekonočni inkubaciji smo tekočo kulturo centrifugirali 10 minut pri 8000 g. Celice v 
peletu smo resuspendirali v 30 ml pufra za spiranje bakterijskih celic. Nastalo suspenzijo 
smo ponovno centrifugirali 10 minut pri 11 000 g. Supernatant smo zavrgli, pelet pa 
zamrznili pri -80 ℃. Ko so celice popolnoma zamrznile, smo jih resuspendirali v 15 ml 
vezavnega pufra za Ni2+-afinitetno kromatografijo in jih homogenizirali ter sonificirali. 
Homogenat smo centrifugirali 20 minut pri 30 000 g. Supernatant smo nato prefiltrirali 
skozi sterilni filter s porami velikosti 0,45 µm in filtrat z brizgo ali črpalko nanesli na 
kolono za Ni2+-afinitetno kromatografijo. Protein smo gradientno eluirali z elucijskim 
pufrom za Ni2+-afinitetno kromatografijo na sistemu Äkta FPLC. Eluirane frakcije z 
volumnom 1,5 ml, v katerih je bil prisoten proencim smo dializirali proti dializnemu pufru, 
da je koncentracija imidazola padla pod 4 mM in koncentrirali. Pri tem smo uporabili 
Amicon Ultra z velikostjo por 10 kDa. Koncentracijo izoliranega proteina smo določili z 
merjenjem absorbance pri 280 nm. Ekstincijski koeficient smo pridobili s pomočjo prosto 
dostopnega programa ExPASy ProtParam (dostopen na 
https://web.expasy.org/protparam/).    
Vsa centrifugiranja smo izvedli pri 4 ℃.  




3.2.6 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega 
dodecilsulfata  
Za analizo eluatov po Ni2+-afinitetni kromatografiji smo izvedli poliakrilamidno gelsko 
elektroforezo v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata (NaDS-PAGE). Pripravili smo 
diskontinuirni gel, sestavljen iz dveh različno zamreženih delov. Spodnji del oz. ločevalni 
gel z 12,5 % zamreženostjo in zgornji oz. koncentracijski gel s 5 % zamreženostjo. Gela 
smo pripravili po protokolu prikazanem v tabeli 10, pri čemer smo APS in TEMED dodali 
na koncu.  
Tabela 10: Sestava ločevalnega in koncentracijskega gela za NaDS-PAGE. 
 Ločevalni gel Koncentracijski gel 
12,5 % (5 ml) 5 % (5 ml) 
dH2O           2,14 ml              3,08 ml 
4x pufer za ločevalni gel, pH 8,8            1,25 ml - 
4x pufer za koncentracijski gel, pH 6,8 -              1,25 ml 
akrilamid/bisakrilamid (37:1)           1,57 ml              0,63 ml 
10 % (w/v) SDS         50,00 µl            50,00 µl 
TEMED           7,50 µl              7,50 µl 
10 % (w/v) APS         15,00 µl            15,00 µl 
Pred nanosom vzorcev na gel smo jim dodali 5x nanašalni pufer za NaDS-elektroforezo. 
Na gel smo nanašali 20 µl vzorca. Kot velikostni standard smo uporabili proteinsko 
lestvico Pierce Unstained Protein MW Marker. Po nanosu vzorcev smo napravo priklopili 
na napajalnik za elektroforezo s 300 V in 35 mA na posamezni gel.  
Gel smo 45 minut barvali z raztopino za barvanje elektroforeznega gela in 20 % ocetne 
kisline v razmerju 1:1. Po barvanju smo gel sprali z destilirano vodo in ga razbarvali v 
raztopini za razbarvanje elektroforeznega gela. Inkubacija v raztopini za razbarvanje je 
trajala 15 minut. Postopek smo po potrebi ponovili. Gel smo do slikanja shranili v 
destilirani vodi. 
Po enakem postopku in z enako zamreženostjo smo pripravili gel za analizo postopka 
aktivacije proencimov. Vzorcem smo dodali 5x nanašalni pufer za NaDS-elektroforezo 










3.2.7 Poskus aktivacije mutiranih oblik prokatepsina K  
Pro-obliko mutiranih oblik encima smo poskušali aktivirati na tri načine:  
a) Avtokatalitična aktivacija: 
Pripravili smo aktivacijsko mešanico, ki je vsebovala:  
47,5 µl proencima 
  2,0 µl  3 M NaOAc, pH 3,8 (4 % Vk) 
  0,5 µl  1 M DTT (1 % Vk) 
50,0 µl  končni volumen  
 
Aktivacijsko mešanico smo inkubirali pri 37 ℃ s stresanjem pri 900 vrt./min. Proces 
aktivacije smo spremljali fluorimetrično z uporabo substrata Z-FR-AMC pri vzbujevalni 
valovni dolžini 383 nm in emisijski valovni dolžini 455 nm. Meritve so potekale pri stalni 
temperaturi 25 ℃ v kiveti za enkratno uporabo. V kiveto s končnim volumnom 2 ml smo 
dodali:  
 
1984,0 µl pufra za kinetične meritve s katepsinom K  
      5,0 µl  2 mM substrata Z-FR-AMC 
    10,0 µl  1 M DTT 
      1,0 µl  aktivacijske mešanice 
2000,0 µl  končni volumen  
 
Postopek aktivacije smo ustavili z 10 % 3 M NaOAc, pH 5,5.  
 
b) Aktivacija s pepsinom: 
Pripravili smo aktivacijsko mešanico:  
  92,0 µl proencima 
    5,0 µl  3 M NaOAc, pH 3,8 
    2,0 µl 1 mg/ml pepsina raztopljenega v pufru pH 4 
    0,5 µl 20 mg/ml DxS 
    0,5 µl  1 M DTT  
100,0 µl  končni volumen  
 
Aktivacijsko mešanico smo inkubirali pri 37 ℃ s stresanjem pri 900 rpm. Proces 
aktivacije smo spremljali fluorimetrično z uporabo substrata Z-FR-AMC, pri čimer smo 
pripravili enako reakcijsko mešanico kot v primeru aktivacije z avtokatalizo. Meritve smo 
izvedli pri vzbujevalni valovni dolžini 383 nm in emisijski valovni dolžini 455 nm s stalno 









c) Aktivacija s katepsinom L: 
Pripravili smo aktivacijsko mešanico:  
  92,0 µl proencima 
    5,0 µl  100 mM NaOAc, 1 mM EDTA, pH 5,5 
    1,0 µl katepsina L 
    0,5 µl 20 mg/ml DxS 
    0,5 µl  1 M DTT  
100,0 µl  končni volumen  
 
Aktivacijsko mešanico smo inkubirali pri 22 ℃ s stresanjem pri 900 rpm. V primeru 
mutanta »MZ«, ki bi bil zaradi uvedbe krajšega insercijskega zaporedja v bližini 
aktivnega mesta, lahko eksopeptidaza, smo proces aktivacije spremljali fluorimetrično z 
uporabo substrata Z-FR-AMC. Ker substrat ni specifičen za katepsin K in ga lahko 
razgrajuje tudi katepsin L, smo aktivacijo encima ovrednotili kot povečanje aktivnosti 
napram začetni encimski aktivnosti, ki je posledica razgradnje substrata s katepsinom L. 
Meritve smo izvedli pri vzbujevalni valovni dolžini 383 nm in emisijski valovni dolžini 
455 nm s stalno temperaturo 25 ℃ v kivetah za enkratno uporabo. 
 
V primeru aktivacije mutanta »Z«, ki nima dodane zanke v bližini aktivnega mesta in bi 
zaradi tega lahko ohranila endopeptidazno funkcijo, smo proces aktivacije spremljali 
fluorimetrično z uporabo za katepsin K specifičnega substrata Abz-HPGGPQ-EDDnp. 
Meritve smo izvedli pri vzbujevalni valovni dolžini 340 nm in emisijski valovni dolžini 
420 nm s stalno temperaturo 25 ℃ v kivetah za enkratno uporabo. Pripravili smo 
reakcijsko mešanico s končnim volumnom 2 ml:  
 
1985,0 µl pufra za kinetične meritve s katepsinom K  
      4,0 µl  0,5 mM substrata Abz-HPGGPQ-EDDnp 
    10,0 µl  1 M DTT 
      1,0 µl  aktivacijske mešanice 
2000,0 µl  končni volumen  
3.2.8 Meritev intrinzične fluorescence proteinov  
Spektre fluorescenčne emisije prokatepsina K in njegovih mutantov smo določili na 
fluorimetru Luminiscence spectrometer LS50B, opremljenim s termostatom in kroženjem 
vode za nadzorovaje temperature. Meritve smo izvedli pri konstantni temperaturi 25 ℃ 
in v kiveti iz kvarčnega stekla z volumnom 400 µl.  
Pri merjenju smo uporabili 4,1 µM divji tip prokatepsina K, 10,6 µM mutant »Z« in         
3,2 µM mutant »MZ«. Raztopine proteina so bile pripravljene v dializnem pufru (1 mM 
EDTA, 20 mM natrijev hidrogenfosfat, 500 mM NaCl). Vzorce smo vzbudili s svetlobo 
valovne dolžine 295 nm za specifično vzbujanje Trp ostankov. Emisijski spekter smo 




določili v območju med 310 nm in 550 nm s hitrostjo 100 nm/min. Širini vzbujevalne in 
emisijske reže sta bili 3,5 nm. 
3.2.9  CD-spektroskopija  
Z uporabo CD-spektroskopije, ki temelji na razlikah v absorbciji levo in desno krožno 
polarizirane svetlobe, smo določili prisotnost sekundarnih struktur v mutiranih proteinih 
in divjem tipu prokatepsina K. CD-spektra smo določili v stekleni kiveti širine 0,1 cm. 
Za posamezni vzorec smo posneli 3 zaporedne spektre in jih med seboj povprečili. 
Proteini so bili raztopljeni v dializnem pufru (1 mM EDTA, 20 mM fosfat, 500 mM NaCl, 
pH 7,4). Zaradi visoke koncentracije NaCl, ki močno absorbira pod 205 nm, smo meritve 
izvedli v območju med 205 in 250 nm.  
Po meritvah CD spektra smo z merjenjem absorbance na spektrofotometru določili 
natančno koncentracijo uporabljenih vzorcev. Izmerjena koncentracija za  divji tip 
prokatepsin K je znašala 18,2 µM, za mutanta »MZ« 3,62 µM in za mutanta »Z«            
12,6 µM. Natančno določne koncentracije vzorcev smo uporabili pri izračunu molarne 
eliptičnosti po enačbi 1, pri čemer ϴ predstavlja eliptičnost določeno s 
spektrofotometrom, c molarno koncentracijo, l dolžino optične poti in N število 
aminokislin. 
[𝛳] =  
𝛳
𝑐∗𝑙∗10∗𝑁
       (1) 
 
3.2.10 Kromatografija z ločevanjem po velikosti  
Za določitev oligomernega stanja mutantov »MZ« in »Z« smo uporabili kromatografijo 
z ločevanjem po velikosti. Pri tem smo uporabili kromatografsko kolono Superdex 200 
10/300 GL in sistem FPLC Äkta. Kolono smo pred nanosem vzorcev ekvilibrirali v 
dializnem pufru (1 mM EDTA, 20 mM fosfat, 500 mM NaCl, pH 7,4). Kromatografijo 
smo izvajali pri konstantnem toku 0,65 ml/min. Elucijo proteinov smo detektirali z 
merjenjem absorbance pri 280 nm. Oligomerno stanje mutantov »MZ« in »Z« smo 
določili s primerjavo elucijskih volumnov z elucijskim volumnom divjega tipa 
prokatepsina K in elucijskimi volumni proteinskih standardov z znanimi molekulskimi 
masami.  
 





4.1 Identifikacija potencialnih interakcijskih površin katepsina K in 
silico 
Pred eksperimentalno pripravo oligomernih oblik katepsina K smo z uporabo 
bioinformatskih orodij identificirali potencialne interakcijske površine in jih poskušali 
optimizirati tako, da preko njih lahko nastane stabilen oligomer. Osredotočili smo se na 
površine, preko katerih bi katepsin K tvoril izologni homodimer, saj bi lahko interakcija 
preko heterolognih površin vodila v nekontrolirano agregacijo proteina.  
Za napovedovanje interakcijskih površin smo uporabili prosto dostopna spletna orodja 
SPPIDER, CPORT, WHISCY, ProMate in Meta-PPISP. Kot vstopno informacijo smo 
uporabili PDB-datoteko divjega tipa katepsina K v monomerni obliki (PDB 1ATK). Slika 
8 prikazuje aminokislinske ostanke, ki sta jih kot interakcijske definirala programa 
SPPIDER in CPORT; podobne ostanke so podali tudi preostali programi.  
 
Slika 8: Prikaz monomernih struktur katepsina K z označenimi aminokislinskimi ostanki, 
ki glede na napovedi programov SPPIDER in CPORT lahko nastopajo v interakcijski 
površini. Strukturi katepsina sta prikazani s sivo barvo (PDB 1ATK). Z modro (His162) in 
rumeno (Cys25) barvo je označena katalitična diada. Z zeleno barvo so obarvani interakcijski 
ostanki, napovedani s programom SPPIDER34. Z rožnato barvo so obarvani interakcijski ostanki, 
napovedani s programom CPORT36. Sliki sta bili pripravljeni v programu UCSF Chimera. 
Vsi programi so kot interakcijske ostanke definirali ostanke v aktivnem mestu in njegovi 
bližini. Ti ostanki so bili za naše nadaljnje raziskovalno delo neuporabni, saj bi 
oligomerizacija preko teh preprečila katalitično aktivnost encima. So pa rezultati skladni 
s funkcijo encima kot proteaze, saj ti ostanki res predstavljajo interakcijsko površino za 
vezavo proteinskega substrata in s tem nakazujejo na pravilno delovanje programov.  




Za razliko od ostalih programov je orodje SPPIDER kot interakcijske ostanke poleg 
okolice aktivnega mesta definiral še Ala1, Gly11, Tyr12, Lys42, Asp85, Pro88 in Lys147, 
ki so na spodnjem in zadnjem delu encima glede na standardno orientacijo. Te ostanke 
smo v nadaljevanju uporabili kot potencialne komponente interakcijske površine 
katepsina K.  
4.2 Dimerna oblika katepsina K s posnemanjem katepsina X 
Z uvedbo zank, ki so v katepsinu X odgovorne za dimerizacijo, v strukturo katepsina K 
smo želeli doseči spontano dimerizacijo encima. Nastalega mutanta smo poimenovali 
»MZ«. Zaradi uvedbe krajše zanke v bližini aktivnega mesta smo dopuščali možnost, da 
bi imel mutant eksopeptidazno aktivnost. Končno aminokislinsko zaporedje prepro oblike 
mutantna je prikazano na sliki 9.  
 
3D model mutanta »MZ« smo pridobili s spletnim orodjem SWISS-MODEL, ki na 
podlagi aminokislinskega zaporedja in homologije napove strukturo proteina. Dobljena 
predvidena struktura je skupaj z divjim tipom katepsina K prikazana na sliki 10.  
 
 
Slika 9: Prikaz aminokislinskega zaporedja prepro oblike mutanta "MZ". S sivo barvo je 
označen signalni peptid, z rdečo barvo prodomena in z rumeno barvo zrela oblika encima. Z 
zeleno (insercija »Z«) in modro (insercija »M«) barvo sta označeni vstavljeni zaporedji. 
Celokupno zaporedje je dolgo 342 AK. 
 





Slika 10: Prikaz poravnanih struktur divjega tipa katepsina K in mutanta »MZ«. Strukturo 
mutiranega encima smo pridobili s spletnim orodjem SWISS-MODEL45. Strukturi sta prikazani 
v standardni orientaciji (a) in rotirani za 90° iz standardne orientacije s približanim pogledom na 
vstavljeni zanki (b). Z belo barvo je prikazana struktura divjega tipa katepsina K (PDB 1ATK). 
Z rjavo barvo je prikazana struktura mutanta »MZ«, pri čemer sta inserciji prikazani s kroglicami 
in palčkami ter obarvani svetlo modro (insercija -TCNEFKECHA-, »M«) in zeleno (insercija -
HIPQY-, »Z«). Aktivno mesto je prikazano s kroglami in obarvano z rumeno (Cys25) in modro 
(His162) barvo. Sliki sta bili pripravljeni v programu UCSF Chimera. 
Za napoved strukture dimera mutirane oblike katepsina K smo uporabili program 
HADDOCK. Kot vhodno informacijo smo programu podali datoteko PDB mutanta 
»MZ«. Za aktivne ostanke smo izbrali His20, Ile21, Tyr24, Thr106, Cys107, Asn108 in 
Glu109 (številčenje glede na zrelo obliko mutantnega encima), ki se nahajajo znotraj 
dimerizacijskih zank. Program je sam določil pasivne ostanke v okolici aktivnih. Kot 
rezultat je program podal 10 gruč rezultatov, ovrednotenih z različnimi energijskimi 
parametri. Struktura z najboljšimi rezultati je prikazana na sliki 11. Program je 
pripadajočo gručo rezultatov ovrednotil s parametri, ki so zbrani v tabeli 11. Interakcijski 
energiji sta za dani dimer negativni, kar je za spontan nastanek oligomera ugodno, 
energija desolvatacije pa je pozitivna, kar je za nastanek oligomera neugodno. Slednjo bi 
lahko izboljšali z uvedbo hidrofobnih ostankov, kot sta Tyr in Trp, ki sta pogosto prisotna 
v interakcijskih površinah.  
Velikost interakcijske površine izračunanega dimera znaša 1255 ± 58 Å2, kar po velikosti 
ustreza povprečni interakcijski površini v naravi, vendar kljub temu na sliki 11 vidimo, 
da interakcijska površina izračunanega dimera ni optimalna, saj vsebuje praznine, ki bi 











Slika 11: Prikaz predvidene dimerne strukture mutanta »MZ«, izdelane s programom 
HADDOCK39 v dveh različnih orientacijah. Strukturi in njuni površini sta prikazani z rjavo 
barvo. Vstavljeni zaporedji sta prikazani s kroglicami in palčkami ter obarvani svetlo modro 
(insercija -TCNEFKECHA-, »M«) in zeleno (insercija -HIPQY-, »Z«). Aktivno mesto je 
prikazano s kroglami in obarvano z rumeno (Cys28) in modro (His175) barvo. Slike so bile 
pripravljene v programu UCSF Chimera. 
Tabela 11: Parametri, s katerimi je program HADDOCK ovrednotil najbolje konstruiran 
dimer mutanta »MZ«. Vrednosti parametrov so podane v relativnih enotah, z izjemo zakopane 
površine, ki je podana v Å2.  
vrednost HADDOCK                              -66,4 ±   4,0 
van der Waalsova energija                               -24,0 ±   4,3 
elektrostatska energija                              -264,9 ± 57,8 
desolvatacijska energija                                  9,6 ±   3,7 
zakopana površina [Å2]                           1255,1 ± 58,4 
vrednost Z                                    -1,3 
 
Za dodatno analizo potencialne strukture dimera smo za napoved uporabili še orodje M-
ZDOCK za napovedovanje simetričnih dimerov. Kot vhodno informacijo smo programu 
podali datoteko PDB mutanta »MZ«. Kot ostanke, ki ne smejo nastopati v interakcijski 
površini, smo izbrali ostanke Cys25, Cys28, Gly67, Gly68, Leu152, Leu173, His175, 




Asn195 in Trp197 (številčenje glede na zrelo obliko mutiranega encima). Gre za ostanke, 
ki sestavljajo aktivno mesto in sodelujejo pri vezavi substrata, dimerizacija preko njih pa 
bi negativno vplivala na katalitično aktivnost encima. Nastala struktura, ki jo je program 
ovrednotil kot najbolj verjetno, je prikazana na sliki 12. Slednja se od strukture, 
generirane s programom HADDOCK, bistveno razlikuje in ne vsebuje praznin (slika 11) 
znotraj interakcijske površine, ki bi zmanjševale stabilnost interakcije. Zato smo slednjo 
ovrednotili kot boljšo.  
 
Slika 12: Prikaz predvidene strukture dimera mutanta »MZ«, izračunane s programom M-
ZDOCK41. Strukturi sta rotirani za 90° iz standardne orientacije. Z rjavo barvo je prikazana 
struktura mutanta »MZ«, pri čemer sta vstavljeni zaporedji prikazani s kroglicami in palčkami ter 
obarvani svetlo modro (insercija -TCNEFKECHA-, »M«) in zeleno (insercija -HIPQY-, »Z«). 
Aktivno mesto je prikazano s kroglami in obarvano z rumeno (Cys28) in modro (His175) barvo. 
Sliki sta bili pripravljeni v programu UCSF Chimera. 
4.3 Simetrični dimer katepsina K, konstruiran v programu M-
ZDOCK 
S spletnim orodjem M-ZDOCK za izračun simetričnih oligomernih struktur smo načrtali 
dimerno strukturo divjega tipa katepsina K. Vstopno informacijo smo programu podali v 
obliki datoteke PDB divjega tipa katepsina K (PDB 1ATK). Kot ostanke, ki ne smejo 
nastopati v interakcijski površini, smo izbrali Cys22, Cys25, Gly64, Gly65, Leu139, 
Leu160, His162, Asn182 in Trp184. Gre za ostanke, ki sestavljajo aktivno mesto oz. so v 
njegovi neposredni bližini in predstavljajo vezavno mesto S2. Program je identificiral 10 
različnih simetričnih kompleksov, pri čemer je bil kompleks, prikazan na sliki 13, 
ovrednoten kot optimalen. Do interakcije pride med površinama, ki ju tvorita zanki 
Pro15-Gly20 in Asp85-Gly91 v posameznih monomerih. Interakcijska površina tako 
vključuje nekatere interakcijske ostanke, ki jih je definiral program SPPIDER.   
 





Slika 13: Predvidena struktura simetričnega dimera divjega tipa katepsina K, izračunanega 
z molekulsko umestitvijo v programu M-ZDOCK41. Posamezni monomerni strukturi sta 
označeni s sivo barvo. Z rožnato obarvanimi kroglami so označeni ostanki, ki smo jih v programu 
označili kot blokirane, saj se nahajajo v neposredni bližini aktivnega mesta oz. sodelujejo pri 
vezavi substrata. Z modro (His162) in rumeno (Cys25) barvo je označena katalitična diada. Sliki 
sta bili pripravljeni v programu UCSF Chimera.  
Ker orodje M-ZDOCK izračunanih hipotetičnih struktur ne ovrednoti in ne izračuna 
velikosti interakcijske površine, smo strukturo divjega tipa katepsina K uporabili še kot 
vhodno informacijo v programu za makromolekulsko umestitev HADDOCK, pri čemer 
smo kot aktivne ostanke označili zanki, ki predstavljata interakcijsko površino v zgoraj 
konstruiranem simetričnem dimeru (Pro15-Gly20 in Asp85-Gly91). Program je kot 
rezultat podal 10 gruč rešitev. Struktura enega izmed pripadnikov najbolje ovrednotene 




Slika 14: Prikaz hipotetične strukture simetričnega dimera divjega tipa katepsina K, 
izračunane z molekulsko umestitvijo v programu HADDOCK39. Posamezni monomerni 
strukturi sta označeni s sivo barvo. S kroglami so označeni ostanki, ki smo jih v programu M-
ZDOCK označili kot blokirane. Z modro in rumeno barvo je označena katalitična diada, rožnata 
barva pa označuje ostanke, ki so v neposredni bližini aktivnega mesta oz. sodelujejo pri vezavi 
substrata. Sliki sta bili pripravljeni v programu UCSF Chimera. 




Tabela 12: Parametri, s katerimi je program HADDOCK ovrednotil najbolje konstruiran 
dimer divjega tipa katepsina K, z interakcijsko površino, ki vključuje ostanke Pro15-Gly20 
in Asp85-Gly91. Vrednosti parametrov so podane v relativnih enotah, z izjemo zakopane 
površine, ki je podana v Å2. 
vrednost HADDOCK                           -83,3 ±   3,8 
van der Waalsova energija                            -47,8 ±   3,1 
elektrostatska energija                          -227,3 ± 14,3 
desolvatacijska energija                               9,6 ±   2,2 
zakopana površina [Å2]                        1791,7 ± 78,4 
vrednost Z  -1,3 
V tem primeru sta programa M-ZDOCK in HADDOCK generirala zelo podobni 
hipotetični strukturi dimerov, ki se med seboj razlikujeta predvsem v položaju fleksibilnih 
zank. Primerjava hipotetičnih struktur simetričnih dimerov, konstruiranih v obeh 
programih, je prikazana na sliki 15. Velikost zakopane površine konstruiranega dimera 
znaša 1792 ± 78 Å2, kar ustreza povprečni velikosti interakcijskih površin v naravi, ki 
obsegajo med 1200 in 2000 Å2 24. Zaradi ustrezne velikosti ta z dodatno optimizacijo 
predstavlja dobro potencialno površino za nastanek stabilnega dimera.  
 
 
Slika 15: Primerjava hipotetičnih struktur simetričnega dimera divjega tipa katepsina K, 
konstruiranih v programih HADDOCK in M-ZDOCK. S sivo barvo je prikazana struktura, 
konstruirana v programu HADDOCK39, in z rjavo v M-ZDOCK41. Z rumeno (Cys25) in modro 
(His162) barvo je prikazana katalitična diada. Slika je bila pripravljena v programu UCSF 
Chimera. 
4.4 Simetrični dimer katepsina K, konstruiran v programu 
SymmDock 
Potencialne interakcijske površine smo iskali tudi s programom za molekulsko umeščanje 
SymmDock. Gre za prosto dostopni program na spletu, ki konstruira možne strukture 
cikličnih simetričnih oligomerov. Kot vstopno informacijo smo programu podali datoteko 
PDB divjega tipa katepsina K (PDB: 1ATK). Program je kot izhodno informacijo 
definiral interakcijske ostanke Lys9, Thr14, Pro15, Val16, Gly168, Ile179 in Trp188 




(številčenje glede na zrelo obliko katepsina K). Te ostanke smo v nadaljevanju uporabili 
kot aktivne ostanke v programu HADDOCK. Program je samostojno definiral pasivne 
ostanke, ki so v neposredni bližini aktivnih ostankov. Najbolje ovrednotena struktura 
dimera je prikazana na sliki 16; pripadajoča gruča rešitev je bila ovrednotena s parametri, 
prikazanimi v tabeli 13.  
 
 
Slika 16: Teoretična struktura dimera divjega tipa katepsina K, izračunana s programom 
HADDOCK. Kot aktivni ostanki so bili določeni Lys9, Pro15, Gly168 in Ile179, ki so na sliki 
prikazani z zelenimi in modrimi kroglami. Z modrimi (His162) in rumenimi (Cys25) kroglami je 
prikazano aktivno mesto. Sliki sta bili pripravljeni v programu UCSF Chimera. 
Tabela 13: Prikaz parametrov, s katerimi je program HADDOCK ovrednotil najbolje 
konstruiran dimer divjega tipa katepsina K, z interakcijsko površino, identificirano v 
programu SymmDock. Vrednosti parametrov so podane v relativnih enotah, z izjemo zakopane 
površine, ki je podana v Å2. 
vrednost HADDOCK                          -113,6 ±   4,7 
van der Waalsova energija                             -52,1 ±   2,0 
elektrostatska energija                           -381,2 ± 13,6 
desolvatacijska energija                             14,4  ±   4,3 
zakopana površina [Å2]                         1827,0 ± 27,3 
vrednost Z     -2,3 
Programa SymmDock in HADDOCK sta izračunala podobni teoretični strukturi dimera 
(slika 17). V obeh primerih nastane simetrični dimer, pri čemer sta monomerni enoti 
povezani z dvoštevno osjo simetrije. S tem sta aktivni mesti obrnjeni stran eden od 
drugega, kar bi dimeru omogočalo nemoteno katalitično aktivnost. Površina, preko katere 
interagirata, je velika 1827 ± 27 Å2 in s tem dosega standard povprečne velikosti 
interakcijske površine stabilnih oligomerov v naravi. Tudi v tem primeru sta interakcijski 
energiji ugodni, z optimizacijo površine pa bi vplivali na izboljšanje desolvatacijske 
energije. 






Slika 17: Primerjava teoretičnih dimernih struktur divjega tipa katepsina K, izračunanih v 
programih SymmDock in HADDOCK. Z rjavo barvo je prikazana struktura, konstruirana v 
programu HADDOCK39 in s sivo v SymmDock42. Z rumeno (Cys25) in modro (His162) barvo je 
prikazana katalitična diada. Slika je bila pripravljena v programu UCSF Chimera.  
4.5 Optimizacija interakcijske površine dimera, konstruiranega v 
programu SymmDock 
Z nadaljnjo optimizacijo interakcijskih površin smo želeli izboljšati stabilnost 
konstruiranih dimerov in še dodatno povečati njihovo interakcijsko površino. Pri 
optimizaciji smo izhajali iz dimera, konstruiranega v programu SymmDock, saj ima ta v 
primeru z dimerom, izračunanem v programu M-ZDOCK, večjo interakcijsko površino 
za približno 40 Å2. Poleg tega sta aktivni mesti v dimeru, konstruiranem v programu M-
ZDOCK, blizu drug drugega, kar bi lahko motilo vezavo makromolekulskega substrata.  
Pri optimizaciji površine smo si pomagali s spletnim orodjem BeAtMuSiC49, do sedaj 
objavljeno literaturo o interakcijskih površinah in programi za molekulsko umeščanje. Na 
podlagi tega smo v programu UCSF Chimera pripravili več monomernih teoretičnih 
struktur katepsina K z mutiranimi posameznimi ostanki, ki se nahajajo znotraj 








Tabela 14: Seznam mutiranih oblik katepsina K s pripadajočimi mutacijami in izračunano 
velikostjo interakcijske površine. Zakopana površina kompleksa (BSA) je bila izračunana s 
programom HADDOCK39.   
Oznaka mutanta Mutacija  BSA (Å2) 
mutant 1 Lys9Tyr, Lys147Trp, Lys191Trp 2352,4 ± 63,2 
mutant 2 Asp6Trp, Lys9Trp, Lys147Trp, Lys191Trp 2251,2 ± 56,4 
mutant 3 Lys9Trp, Lys147Trp, Lys191Trp 2215,3 ± 73,7 
mutant 4 Lys9Trp, Lys191Trp 1828,2 ± 64,2 
mutant 5 Asp6Phe, Lys9Phe, Lys147Trp, Lys191Trp 1950,8 ± 52,9 
mutant 6 Asp6Phe, Lys9Tyr, Lys147Trp, Lys191Trp 1834,3 ± 49,1 
mutant 7 Lys9Tyr, Lys147Cys, Lys191Trp 1858,5 ± 40,2 
mutant 8 Asp6Phe, Lys9Trp, Lys147Trp, Lys191Trp 1766,7 ± 99,2 
S posameznimi mutiranimi monomernimi strukturami smo v programu HADDOCK 
izračunali in ovrednotili potencialne dimere z enakimi aktivnimi ostanki kot v primeru 
divjega tipa katepsina K. Vsi zgoraj navedeni mutanti, z izjemo mutanta 8, so dali boljše 
rezultate z ozirom na velikost zakopane površine, kot divji tip encima. Najboljši rezultat 
je dal mutant 1, katerega dimer je prikazan na sliki 18, parametri, s katerimi je bila 
ovrednotena gruča rešitev, ki jim pripada, pa navedeni v tabeli 15.  
Izračunana teoretična struktura dimera mutanta 1 se, kljub enako definiranim aktivnim 
ostankom, razlikuje od dimera, konstruiranega z divjim tipom katepsina K (slika 16). 
Aktivni mesti sta tudi v tem dimeru dovolj oddaljeni, da bi vezava substrata potekala 
nemoteno. V primeru mutanta 1 se napram divjemu tipu katepsina K interakcijska 
površina poveča za približno 525 Å2. Vrednosti energij, vključno z desolvatacijsko 
energijo, pa so negativne, kar je ugodno za spontan nastanek dimera.  
 
Slika 18: Hipotetična struktura dimera mutanta 1 (Lys9Tyr/Lys147Trp/Lys191Trp), 
izračunana z molekulsko umestitvijo v programu HADDOCK39. Posamezni monomerni enoti 
sta označeni z rjavo barvo. Z zelenimi in svetlo modrimi kroglami so prikazani mutirani ostanki 
v interakcijski površini. Z modro (His162) in rumeno (Cys25) barvo je označena katalitična diada. 
Sliki sta bili pripravljeni v programu UCSF Chimera.  




Tabela 15: Parametri, s katerimi je program HADDOCK ovrednotil najbolje konstruiran 
dimer mutanta 1 (Lys9Tyr/Lys147Trp/Lys191Trp). Vrednosti parametrov so podane v 
relativnih enotah, z izjemo zakopane površine, ki je podana v Å2. 
vrednost HADDOCK                         -182, 0 ±   1,4 
van der Waalsova energija                          -100,8 ±   3,2 
elektrostatska energija                            -96,5 ±   7,4 
desolvatacijska energija                            -66,6 ±   1,3 
zakopana površina [Å2]                         2352,4 ± 63,2  
vrednost Z      0,0 
 
Ker nas je zanimala stabilnost konstruiranega dimera mutanta 1, smo njegovo obnašanje 
skozi čas analizirali s simulacijo molekulske dinamike. S simulacijo dolgo 100 ns smo 
spremljali spremembo interakcijskih energij (slika 19) in strukture dimera. Slednji tekom 
celotne simulacije ostane povezan in ne disociira na posamezne podenote. Interakcijske 
energije se bistveno spremenijo le na začetku simulacije, kar je glede na začetno 
vzpostavitev ravnotežja pričakovano. Sistem doseže ravnotežje po približno 5 ns in od 
takrat energije oscilirajo okoli približno enake vrednosti. Povprečna elektrostatska 
energija sistema v ravnotežju je znašala -115,35 kcal/mol in povprečna van der Waalsova 
energija -81,46 kcal/mol. Celokupna povprečna interakcijska energija, ki vključuje vsoto 
energij nekovalentnih interakcij, je znašala -196,81 kcal/mol. Interakcijske energije so za 
nastanek dimera ugodne, z optimizacijo interakcijske površine bi lahko še dodatno 
povečali afiniteto strukture.  
Povprečna napovedana struktura dimera, izračunana v programu Wordom na podlagi 
simulacije molekulske dinamike, poravnana z začetno strukturo, izračunano v programu 
HADDOCK, je prikazana na sliki 20. Vidimo, da se tekom simulacije glede na strukturo, 
izračunano v programu HADDOCK, konformacijsko najbolj spremenita regiji označeni 
na sliki 20. V programu UCSF Chimera smo za območji, v katerih se izračunani strukturi 
konformacijsko najbolj razlikujeta, izračunali RMSD s poravnavo aminokislinskih 
zaporedij. Ta znaša med 5,6 in 7,9 Å.    
 





Slika 19: Graf interakcijskih energij v odvisnosti od časa, izračunanih iz simulacije 
molekulske dinamike dimera mutanta 1 (Lys9Tyr/Lys147Cys/Lys191Trp). Simulacija in 
izračun energij sta bila izvedena s programom NAMD46.  
 
 
Slika 20: Povprečna teoretična struktura dimera mutanta 1 
(Lys9Tyr/Lys191Trp/Lys147Trp), določena na podlagi izračunov molekulske dinamike, 
poravnana s strukturo, določeno v programu HADDOCK. Z rjavo barvo je prikazana 
povprečna struktura, določena s programom HADDOCK39. S sivo barvo je prikazana povprečna 
struktura, izračunana s programom Wordom na podlagi simulacije molekulske dinamike. Aktivno 
mesto je označeno z modrimi (His162) in rumenimi (Cys25) kroglami. Z rdečo barvo sta 
obkroženi regiji, ki se tekom simulacije molekulske dinamike najbolj konformacijsko spremenita 
glede na začetno strukturo, izračunano v programu HADDOCK. Slika je bila pripravljena v 
programu UCSF Chimera. 




Ker ostanka Lys147 posameznih polipeptidnih verig v zgornji strukturi dimera ležita 
dovolj blizu, da bi med seboj lahko interagirala, smo analizirali še mutanta 7 z mutacijami 
Lys9Tyr/Lys147Cys/Lys191Trp. V tem primeru bi med ostankoma Cys147 lahko nastala 
kovalentna disulfidna povezava, ki bi nastali dimer še dodatno stabilizirala. Pripravili smo 
simulacijo molekulske dinamike, dolgo 100 ns, na podlagi katere smo spremljali 
obnašanje dimera in izračunali spreminjanje interakcijskih energij skozi čas (slika 21). 
Izračunane interakcijske energije se bistveno spremenijo le na začetku simulacije, po 
vzpostavitvi ravnotežja (od 10 ns naprej) pa oscilirajo okoli približno konstantne 
vrednosti. Povprečna elektrostatska energija v ravnotežju je znašala -183,91 kcal/mol in 
van der Waalsova -81,28 kcal/mol. Celokupna interakcijska energija dimera pa je v 
ravnotežju znašala -265,17 kcal/mol. Že iz interakcijskih energij je razvidno, da 
monomerni enoti tekom simulacije ostaneta povezani. 
 
Slika 21: Graf spreminjanja interakcijskih energij skozi čas pri analizi molekulske 
dinamike za mutanta 7 (Lys9Tyr/Lys147Cys/Lys191Trp). Simulacija in izračun energij sta 
bila izvedena s programom NAMD46. 
S podatki simulacije molekulske dinamike smo v programu Wordom določili povprečno 
teoretično strukturo dimera. Ta je prikazana na sliki 22, poravnana s teoretično strukturo 
dimera, izračunano v programu HADDOCK. Struktura ene podenote se glede na drugo 
podenoto ob poravnavi precej razlikuje. Izračunan povprečni RMSD z ozirom na 
poravnavo aminokislinskih zaporedij za to podenoto znaša 4,9 Å. Regija, v kateri se 
strukturi najbolj razlikujeta, je obkrožena z rdečo.  





Slika 22: Povprečna predvidena struktura dimera mutanta 7 
(Lys9Trp/Lys147Cys/Lys191Trp), poravnana s strukturo, izračunano v programu 
HADDOCK. Z rjavo barvo je prikazana povprečna struktura, določena s programom 
HADDOCK39. S sivo barvo je prikazana povprečna struktura, izračunana na podlagi simulacije 
molekulske dinamike. Aktivno mesto je označeno z modrimi (His162) in rumenimi (Cys25) 
kroglami. Z rumenimi kroglami na dnu dimera je nakazan nastanek disulfidne povezave med 
ostankoma Cys147. Slika je bila pripravljena v programu UCSF Chimera. 
Ob primerjavi obeh struktur dimerov, analiziranih s simulacijo molekulske dinamike, 
lahko zaključimo, da so energije interakcij mutanta 7 bolj ugodne od energij interakcij 
mutanta 1. Po drugi strani pa je interakcijska površina mutanta 1, izračunana v programu 
HADDOCK, za skoraj 500 Å2 večja od interakcijske površine mutanta 7. Kateri dimer bi 
v naravi nastal spontano, bil bolj aktiven in stabilen, bi bilo potrebno eksperimentalno 
ovrednotiti.  
4.6 Primerjava konstruiranih dimernih struktur mutiranega in 
divjega tipa katepsina K  
Program HADDOCK izračunane dimerne strukture ovrednoti z relativnimi enotami 
energije, zaradi česar neposredna primerjava različnih kompleksov ni mogoča. Parametri 
so namenjeni le primerjavi različnih gruč rezultatov znotraj danega kompleksa. Kljub 
temu lahko različne komplekse primerjamo na podlagi velikosti zakopane površine 
(BSA), saj je ta absolutna in podana v Å2. Večja BSA lahko zaradi večjega števila 
interakcij med polipeptidnima verigama pomeni večjo stabilnost potencialnega 
kompleksa in s tem predstavlja boljše izhodišče za eksperimentalno optimizacijo 
površine.  
Velikosti interakcijskih površin izračunanih dimernih struktur so prikazane v tabeli 16, iz 
katere lahko razberemo, da imajo de novo dizajnirani dimeri, ki interagirajo preko že 
obstoječih površin v divjem tipu katepsina K bistveno, večje zakopane površine kot 
mutant »MZ«, ki ima najmanjšo interakcijsko površino. Z optimizacijo interakcijskih 




površin mutanta 1 in 7 nam je uspelo BSA še povečati napram izračunani strukturi divjega 
tipa katepsina K.  
Tabela 16: Velikosti zakopane površine dimerov, ki jih tvorijo posamezni mutanti. 
Izračunana je bila v programu HADDOCK39. 
Struktura dimera BSA (Å2) 
mutant »MZ«  1255,1 ± 58,4 
simetrični dimer, konstruiran v programu M-ZDOCK 1791,7 ± 78,4 
simetrični dimer, konstruiran v programu SymmDock 1827,0 ± 27,3 
mutant 1  2352,4 ± 63,2 
mutant 7 1858,5 ± 40,2 
4.7 Izražanje rekombinantnih mutiranih oblik prokatepsina K in 
njihova aktivacija 
S postopkom mestno specifične mutageneze smo pripravili tri različno mutirane 
plazmidne konstrukte »M«, »MZ« in »Z«, ki vsebujejo eno ali obe vstavljeni 
dimerizacijski zaporedji katepsina X. Mutirane plazmide smo namnožili v celicah E. coli 
seva DH5α in izolirali s kompletom reagentov GeneJET Plasmid Miniprep Kit. 
Koncentracija izoliranih plazmidov, določena z merjenjem absorbance pri 260 nm, je 
prikazana v tabeli 17. Uspešnost mutageneze smo določili s sekvenciranjem konstruktov.  
Tabela 17: Koncentracija izoliranih mutiranih plazmidov. Določena je bila z merjenjem 
absorbance pri 260 nm na spektrofotometru Nanodrop. 
Ime mutiranega plazmida Koncentracija plazmida 
plazmid »M« 50,0 ng/µl 
plazmid »Z« 61,7 ng/µl 
plazmid »MZ« 55,0 ng/µl 
 
Rekombinantne mutirane oblike katepsina K smo pripravili po protokolu, opisanem v 
poglavju 3.2.6. S plazmidom pET32/28 z zapisom za mutanta »Z« in »MZ« smo 
transformirali celice E. coli seva Rosetta Gami 2 (DE3) pLysS. Izolacijo proteinov smo 
izvedli z Ni2+-afinitetno kromatografijo, saj sta mutanta vsebovala N-končno 
heksahistidinsko oznako. Pri eluciji smo zbirali frakcije z volumnom 1,5 ml. Vzorce 
eluatov smo nanesli na gel za poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti NaDS z 
12,5 % zamreženostjo gela.  
4.7.1 Analiza eluiranih frakcij po Ni2+-afinitetni kromatografiji in aktivacija 
mutanta »MZ« 
Pri gradientni eluciji mutanta »MZ« smo zbrali 11 frakcij. Na podlagi elucijskega 
diagrama smo izbrali 7 frakcij za nadaljnjo analizo in jih elektroforezno ločili z NaDS-
PAGE, kot je prikazano na sliki 23. Najvišji koncentraciji želenega proteina sta bili v 




frakcijah 9 in 10, kar pomeni, da se protein iz kolone eluira v prisotnosti približno           
500 mM koncentracije imidazola. Lisi sta vidni malo pod oznako za 45 kDa, kolikor je 
približno velik prokatepsin K z dvema dodatno vnesenima zaporedjema in 
heksahistidinsko oznako.  
 
 
Slika 23: NaDS-PAGE analiza sedmih frakcij elucije mutanta »MZ« iz Ni2+-afinitetne 
kolone. V prvi progi je nanesena proteinska lestvica Pierce Unstained Protein MW Marker. V 
naslednjih progah so nanesene eluirane frakcije. Z rdečo barvo sta označeni lisi, ki predstavljata 
mutirano obliko prokatepsina K »MZ«. Ostale lise predstavljajo nečistoče. 
Eluata v frakcijah 9 in 10, ki sta vsebovala tarčni protein, smo dializirali proti dializnemu 
pufru. Po koncentriranju smo iz 1600 ml bakterijske kulture dobili približno 1,5 ml 
rekombinantnega proteina »MZ« z absorbanco A280 = 0,22, kar je približno 0,16 mg. 
Količino izoliranega mutanta »MZ« bi lahko povečali z uporabo večje količine 
bakterijske kulture, količino nečistoč v vzorcu pa bi lahko zmanjšali z uporabo višje 
koncentracije imidazola v nanašalnem pufru in s tem zmanjšali nespecifično vezavo 
kontaminant na Ni2+-afinitetno kolono ali zmanjšali volumen afinitetnega nosilca.   
Rekombinantni encim smo poskusili aktivirati po vseh treh protokolih, navedenih v 
metodah (poglavje 3.2.8), vendar pri aktivaciji nismo bili uspešni. Aktivnost encima, 
merjena fluorimetrično s substratom Z-FR-AMC, tudi po 60-minutni inkubaciji ni 
narasla. Vzorec pred aktivacijo in po aktivaciji s pepsinom in katepsinom L smo 
analizirali z NaDS-PAGE (slika 24). S tem smo dokazali, da pepsin ne odcepi prodomene 
mutanta, saj se velikost proteina pred in po aktivaciji ne spremeni. Katepsin L je mutanta 
razgradil na manjše fragmente, vidne na gelu.  
 





Slika 24: NaDS-PAGE analiza vzorcev pred in po poskusu aktivacije mutanta »MZ«. V prvi 
progi je nanesena proteinska lestvica Pierce Unstained Protein MW Marker. V drugi progi je 
nanesen vzorec proteina pred aktivacijo. V zadnjih dveh progah sta nanesena vzorca po poskusu 
aktivacije s pepsinom in katepsinom L. 
4.7.2 Analiza eluiranih frakcij po Ni2+-afinitetni kromatografiji in aktivacija 
mutanta »Z«  
Pri eluciji mutanta »Z« z Ni2+-afinitetne kolone smo zbrali 9 frakcij. Na podlagi 
elucijskega diagrama smo izbrali 5 frakcij, ki smo jih analizirali z NaDS-PAGE (slika 
25). Protein je bil v najvišjih koncentracijah prisoten v frakcijah 7, 8 in 9. Frakcijo 6 smo 
kljub vsebnosti tarčnega proteina zaradi prisotnosti večje količine nečistoč zavrgli. 
Protein se je s kolone eluiral pri približno 350 mM koncentraciji imidazola.  
Eluate v frakcijah 7, 8 in 9, ki so predvidoma vsebovali tarčni protein, smo dializirali proti 
dializnemu pufru. Po koncentriranju smo iz 1600 ml bakterijske kulture dobili približno 
1,5 ml rekombinantnega mutanta »Z« z absorbanco A280 = 0,76, kar je približno 0,57 mg.  
Rekombinantni encim po dializi smo poskusili aktivirati avtokatalitično in z uporabo 
pepsina ter katepsina L, vendar pri aktivaciji nismo bili uspešni. Aktivnost encima, 
merjena fluorimetrično s substratoma Z-FR-AMC in Abz-HPGGPQ-EDDnp, tudi po     
60-minutni inkubaciji ni narasla.  
 
 





Slika 25: NaDS-PAGE analiza petih frakcij elucije mutanta »Z« iz Ni2+-afinitetne kolone. V 
prvi progi je nanesena proteinska lestvica Pierce Unstained Protein MW Marker. V naslednjih 
progah so nanesene eluirane frakcije. Z rdečo barvo so označene lise, ki predstavljajo mutirano 
obliko »Z« prokatepsina K. Ostale lise predstavljajo nečistoče..  
4.8 Merjenje intrinzične fluorescence mutiranih oblik prokatepsina K  
Da bi preverili možne strukturne spremembe mutantnih proteinov, zaradi katerih so ti 
neaktivni, smo izmerili intrinzično fluorescenco in jo primerjali z intrinzično 
fluorescenco divjega tipa prokatepsina K. Katepsin K in oba njegova mutanta vsebujejo 
štiri Trp ostanke, ki so v bližini aktivnega mesta, zato lahko sklepamo, da sprememba 
intrinzične fluorescence pomeni hkrati tudi spremembo strukture proteina v tem območju. 
Fluorescenčni spektri so prikazani na sliki 26.  
S primerjavo spektra divjega tipa prokatepsina K in mutantov lahko sklepamo na 
strukturne spremembe slednjih. Divji tip prokatepsina K ima vrh pri 355 nm, mutant 
»MZ« pri 428 nm in mutant »Z« pri 376,5 nm. Premik maksimalne intenzitete proti višjim 
valovnim dolžinam nakazuje na izpostavljenost Trp ostankov, ki se nahajajo v okolici 
aktivnega mesta, polarnemu topilu. Kljub temu je premik intenzitete v primeru mutanta 
»MZ« nenavadno visok.  
 





Slika 26: Spekter intrinzične fluorescence divjega tipa prokatepsina K in mutantov »MZ« 
ter »Z«. Spektri so bili merjeni v dializnem pufru z vzbujevalno valovno dolžino 295 nm za 
selektivno vzbujanje Trp ostankov. 
4.9 CD-spektroskopija divjega tipa prokatepsina K in njegovih 
mutantov 
Za natančnejšo analizo strukture mutantov »MZ« in »Z« v primerjavi z divjim tipom 
prokatepsina K smo posneli CD-spektre v območju valovnih dolžin med 205 nm in         
250 nm. V tem območju absorbirajo predvsem peptide vezi, na podlagi česar lahko 
določimo prisotnost specifičnih elementov sekundarne strukture. α-vijačnice na             
CD-spektru kažejo značilne minimume pri valovnih dolžinah 210 nm in 222 nm, medtem 
ko prisotnost β-struktur kaže minimum pri 215 nm. Poleg opazovanja minimumov           
CD-spektra smo strukture mutant analizirali tudi s primerjavo njihovega spektra s 
spektrom divjega tipa prokatepsina K.  
Spektri so prikazani na sliki 27, na kateri lahko v vseh treh primerih krivulj vidimo le en 
minimum pri 222 nm, ki ustreza enemu od minimumov α-vijačnic. Ostalih minimumov 
zaradi slabe kakovosti spektra ne vidimo. Za bolj natančno analizo in večjo kvaliteto 
spektra bi bilo potrebno povečati koncentracijo proteina v vzorcu, zmanjšati 
koncentracijo soli v pufru in povečati število meritev. Kljub temu lahko že s primerjavo 
spektrov mutiranih proteinov in divjega tipa prokatepsina K vidimo očitne razlike, ki 
nakazujejo na zmanjšanje deleža elementov sekundarne strukture, predvsem v primeru 
mutanta »MZ«.   
 





Slika 27: CD-spekter divjega tipa prokatepsina K, mutanta »Z« in mutanta »MZ«. Graf 
prikazuje molarno eliptičnost v odvisnosti od valovne dolžine za vzorce, pripravljene v dializnem 
pufru.  
4.10 Analiza oligomernega stanja s kromatografijo z ločevanjem po 
velikosti  
Kljub temu, da mutanta »MZ« in »Z« nista bila aktivna, kar je lahko posledica strukturnih 
sprememb, smo preverili njuno oligomerno stanje s kromatografijo z ločevanjem po 
velikosti. Vzorce mutantov in divjega tipa prokatepsina K smo nanesli na kolono 
Superdex 200 10/300 GL. Za določitev oligomernega stanja smo primerjali elucijski 
volumen mutantov z elucijskim volumnom monomernega prokatepsina K in elucijskimi 
volumni standardov z znanimi molekulskimi masami. Elucija posameznih vzorcev je 
prikazana na sliki 28, s katere lahko razberemo, da sta elucijska volumna mutanta »MZ« 
in divjega tipa prokatepsina K enaka, saj se oba eluirata pri 15 ml. Mutant »Z« se je eluiral 
pri 14,5 ml in približno sovpada z elucijo proteinskega standarda z molekulsko maso 75 
kDa.  
Mutant »MZ« se eluira tudi pri višjih elucijskih volumnih, kar nakazuje na prisotnost 
peptidov z nižjo molsko maso od divjega tipa prokatepsina K, zato smo sklepali, da so v 
vzorcu prisotne nečistoče ali pa je prišlo do razgradnje encima in to dokazali z 
elektroforezno analizo eluirane frakcije po gelski filtraciji z NaDS-PAGE (slika 29).  
Na podlagi zgornjih rezultatov smo zaključili, da je mutant »MZ«, enako kot divji tip 
prokatepsina K, monomer. Mutant »Z« bi glede na rezultate lahko tvoril dimer, katerega 
molekulska masa znaša 73 kDa. Zaradi majhnih razlik med elucijskima volumnoma 
standardov z molekulsko maso 75 in 44 kDa ne moremo z gotovostjo trditi, da je mutant 
»Z« v raztopini res dimer. Za bolj natančno določitev molekulske mase mutanta bi bilo 
potrebno izvesti dodatne analize. 





Slika 28: Elucijski diagram analize vzorcev  prokatepsina K, mutanta »MZ« in mutanta 
»Z« s kromatografijo z ločevanjem po velikosti na koloni Superdex 10/300 GL. Na x-osi so 
označeni elucijski volumni proteinskih standardov z znanimi molekulskimi masami. Proteinski 
standard z molekulsko maso 75 kDa se eluira pri 14,5 ml, standard z molekulsko maso 44 kDa 
pri 15,3 ml in standard z molekulsko maso 29 kDa pri 17 ml. 
 
Slika 29: NaDS-PAGE analiza elucijskih vrhov pri analizi vzorcev s kromatografijo z 
ločevanjem po velikosti. V prvi progi je nanesena proteinska lestvica Pierce Unstained Protein 
MW Marker. V naslednjih progah so nanesene elucijske frakcije divjega tipa prokatepsina K 
(oznaka Cat K), mutant »Z« (oznaka Z) in mutant »MZ« (oznaka MZ). 




4.11 Simulacija molekulske dinamike dimerne strukture mutanta 
»MZ« 
Ker so rezultati kromatografije z ločevanjem po velikosti kazali na dejstvo, da je mutant 
»MZ« monomer, smo konstruirano strukturo analizirali še s simulacijo molekulske 
dinamike. Kot začetno strukturo smo uporabili dimer mutanta »MZ«, izračunan v 
programu M-ZDOCK (slika 12), ki je v primerjavi s programom HADDOCK (slika 11), 
konstruiral strukturo z večjo interakcijsko površino.  
Strukturi pred začetkom in po 80 ns dolgi simulaciji molekulske dinamike sta v enaki 
orientaciji prikazani na sliki 30. Iz nje lahko razberemo očitno zmanjšanje velikosti 
interakcijske površine, kar nakazuje na težnjo dimera po disociaciji. Do enakih ugotovitev 
smo prišli z analizo spreminjanja interakcijskih energij skozi čas (slika 31). Z grafa je 
razvidno, da van der Waalsove interakcije ne prispevajo bistveno k celokupni energiji 
interakcij. Poleg tega sistem tekom simulacije ne doseže ravnotežja, energija interakcij 
pa se skozi čas povečuje. 
S simulacijo molekulske dinamike smo tako še dodatno potrdili eksperimentalno 
pridobljene rezultate, ki skupaj kažejo na dejstvo, da je mutant »MZ« kljub vstavljenima 
dimerizacijskima zaporedjema v raztopini monomer.   
 
 
Slika 30: Prikaz hipotetične strukture dimera mutanta »MZ« pred začetkom simulacije 
molekulske dinamike (levo) in po 80 ns dolgi simulaciji. Dimera sta prikazana v enaki 
orientaciji. Teoretično strukturo dimera, ki smo jo uporabili pri simulaciji molekulske dinamike, 
smo pridobili s programom HADDOCK36. Strukturi proteina sta prikazani z rjavo in sivo 
površino. Z modro (His162) in rumeno (Cys25) barvo je prikazana katalitična diada. Vstavljeni 
zaporedji sta prikazani s svetlo modro (insercija -TCNEFKECHA-, »M«) in zeleno (insercija -
HIPQY-, »Z«). Sliki sta bili pripravljeni v programu UCSF Chimera.  





Slika 31: Graf interakcijskih energij v odvisnosti od časa, izračunanih iz simulacije 
molekulske dinamike za dimer mutanta »MZ«. Simulacija in izračun energij sta bila izvedena 
s programom NAMD46. 
 




5 Razprava  
Proteinsko inženirstvo vključuje modifikacijo aminokislinskega zaporedja proteinov z 
namenom pridobitve modificiranega proteina, ki bo zaradi spremenjene strukture, 
funkcije ali specifičnosti bolj primeren za določeno aplikacijo kot njegov nemodificirani 
izvirnik. Na področju proteinskega inženirstva proteaz so se do sedaj ukvarjali predvsem 
s povečanjem njihove stabilnosti, izboljšanjem encimske aktivnosti50,51 in modifikacijo 
specifičnosti52. Podobno so na področju proteinskega inženirstva katepsinov ustvarili 
modificiran katepsin L s kolagenolitično aktivnostjo, ki je v naravi značilna za katepsin 
K53. Področje proteinskega inženirstva proteaz z namenom oligomerizacije pa je ostalo 
neraziskano.  
V okviru magistrske naloge smo z uporabo metod proteinskega inženiringa poskušali 
pripraviti homodimerno strukturo katepsina K. Dimer smo poskušali pripraviti s 
posnemanjem katepsina X, za katerega so pred kratkim dokazali, da v fizioloških pogojih 
tvori stabilen homodimer18. Interakcijsko površino pri katepsinu X predstavljata 
dimerizacijski zanki His23 – Cys28 in Gly110 – Ala120. Z vstavitvijo teh dimerizacijskih 
zaporedij v zaporedje katepsina K smo pripravili protein, ki ni bil aktiven in je v raztopini 
obstajal le kot monomer.  
Zaradi uvedbe interakcijske zanke His23 – Cys28 v strukturo katepsina K smo dopuščali 
možnost, da bo nastali mutant eksopeptidaza in zaradi tega nesposoben avtokatalitične 
aktivacije. Pripravljenega rekombinantnega mutanta »MZ« smo zato poskušali aktivirati 
tudi s katepsinom L, ki je in vivo odgovoren za aktivacijo katepsina X18. Slednji je 
mutanta »MZ« razgradil. Razlog za to je verjetno časovno predolga inkubacija in 
previsoka koncentracija katepsina L. V literaturi so katepsin X aktivirali z 80 – 120-krat 
nižjo koncentracijo katepsina L54 oz. katepsina E18 napram koncentraciji prokatepsina X, 
aktivacija je trajala nekaj minut, nato pa so s kromatografijo za ločevanje po velikosti 
katepsina ločili18,54.   
Z zgornjimi rezultati smo ovrgli hipotezo, ki pravi, da lahko z uvedbo dveh zaporedij, ki 
sta odgovorni za dimerizacijo katepsina X, pridobimo katepsin K, ki bo v raztopini tvoril 
aktivni homodimer.  
Za povečanje interakcijske površine in posledično večjo verjetnost nastanka dimera v 
primeru mutanta »MZ« bi v prihodnosti v strukturo katepsina K lahko uvedli še tretjo 
zanko z zaporedjem -Ala-Trp-Pro-Ser-, ki pri katepsinu X prav tako tvori interakcije s 
sosednjo polipeptidno verigo in je na sliki 32 obkrožena z rdečo. S tem bi podaljšali že 
obstoječo zanko katepsina K med Gly46 in Lys47 in ji dodali dva hidrofobna ostanka, ki 
bi povečala tendenco po oligomerizaciji. Obstaja pa vprašanje, ali bi se mutant s tremi 
vstavljenimi zaporedji zvil v pravilno konformacijo, glede na to, da mutant »MZ« z 




dvema insercijama kljub topnosti kaže očitne strukturne spremembe glede na divji tip 
prokatepsina K.  
 
 
Slika 32: Struktura homodimera katepsina X. Strukturi (PDB 1EF7) sta v obliki površine in 
verige prikazana s sivo barvo. Aktivno mesto je označeno z modrimi (His180) in rumenimi 
(Cys31) kroglami. Dimerizacijski zaporedji His23 – Cys28 in Gly110 – Ala120 sta prikazani z 
modrimi oz. zelenimi palčkami in kroglicami. Tretja zanka, ki bi jo za stabilizacijo mutanta »MZ« 
lahko vstavili v zaporedje katepsina K, je označena z oranžnimi kroglicami in palčkami ter 
obkrožena z rdečo. Sliki sta bili pripravljeni v programu UCSF Chimera.  
Potencialno strukturo dimera mutanta »MZ« smo izračunali s programom HADDOCK. 
Hkrati smo z uporabo istega programa izračunali še teoretične strukture de novo 
dizajniranih dimerov, ki interagirajo preko dveh različnih interakcijskih površin, 
identificiranih s programoma M-ZDOCK in SymmDock. Pri izračunu dimerov smo se 
omejili na iskanje homooligomerov, ki interagirajo preko izolognih površin, saj lahko 
heterologna oligomerizacija vodi v nekontrolirano agregacijo proteinov. S primerjavo 
velikosti BSA izračunanih dimernih struktur smo ugotovili, da ima izračunan dimer 
mutanta »MZ« najmanjšo interakcijsko površino in s tem predstavlja najslabšo 
izhodiščno strukturo za optimizacijo. Poleg tega sta aktivni mesti v dimeru omejeni z eno 
od vstavljenih zank, zaradi česar bi bil protein lahko eksopeptidaza in brez sposobnosti 
cepitve nativnih substratov katepsina K.  
Za približno 500 Å2 večjo BSA ima dimer, konstruiran v programu M-ZDOCK. Poleg 
tega polipeptidni verigi v tem dimeru interagirata preko površine, ki je v bližini dveh 
potencialnih alosteričnih mest katepsina K55, katerih komunikacijske poti bi v 
nadaljevanju lahko uporabili za uvedbo kooperativnosti.  




Največjo interakcijsko površino tvori dimer divjega tipa katepsina K, izračunan v 
programu SymmDock. Ta površina je zaradi svoje velikosti predstavljala dobro izhodišče 
za računalniško in eksperimentalno optimizacijo. Z uvedbo treh hidrofobnih ostankov, ki 
ležijo znotraj interakcijske površine, se je njena velikost povečala za približno 30 % v 
primerjavi z dimerom divjega tipa katepsina. Poleg povečanja interakcijske površine 
skladno z literaturo pričakujemo, da bi se z uvedbo hidrofobnih ostankov povečala tudi 
verjetnost nastanka dimera. Dokazali so, da so za nastanek in evolucijsko ohranjenost 
oligomernih struktur, ki funkcijsko nimajo nobene prednosti pred monomernimi, 
odgovorne ravno mutacije površinskih ostankov v hidrofobne56. Prav tako so na podlagi 
analize evolucije hemoglobina dokazali, da sta za spremembo oligomernega stanja dovolj 
uvedbi dveh mutaciji znotraj interakcijske površine57. Zato sklepamo, da bi bila mutacija 
treh interakcijskih ostankov v hidrofobne zadostna za nastanek dimera.   
Z zgornjimi ugotovitvami smo potrdili prvo hipotezo, ki pravi, da katepsin K že sam po 
sebi vsebuje površine, ki bi lahko omogočale nastanek stabilnega dimera in da lahko z 
uporabo bioinformatskih orodij te površine identificiramo. V prihodnosti bi bilo potrebno 
eksperimentalno ovrednotiti oligomerna stanja, de novo konstruiranih oligomerov in s 
postopno mutagenezo optimizirati interakcijski površini. S tem bi identificirali nekaj 
ostankov, ki so ključni za nastanek dimera in z optimizacijo le-teh bi se izognili uvedbi 
večjih mutacij in sprememb, ki bi lahko vplivale na strukturo in aktivnost encima. 
 




6 Zaključek  
Cilj magistrske naloge je bil računalniško določiti in eksperimentalno pripraviti aktivno 
oligomerno strukturo katepsina K. Na podlagi predstavljenih ugotovitev lahko 
zaključimo, da nam je prvi cilj uspelo izpolniti, saj smo identificirali dve dovolj veliki 
interakcijski površini, preko katerih bi z nadaljnjo optimizacijo lahko prišlo do nastanka 
stabilne oligomerne strukture. Njihov nastanek, stabilnost in aktivnost bi bilo v 
prihodnosti treba ovrednotiti eksperimentalno.  
Drugega cilja, ki je vezan na eksperimentalno pripravo dimerne oblike katepsina K, nismo 
dosegli, saj mutirane oblike encima, ki bi interagirale na podoben način kot katepsin X 
niso bile aktivne, na podlagi česar smo zaključili, da vstavljeni zaporedji vplivata na zvitje 
proteina ali interakcije med prodomeno in katalitično domeno ter posledično na 
aktivacijo. Prav tako smo eksperimentalno dokazali, da mutant ne tvori dimera.  
V prihodnosti bi bilo smiselno eksperimentalno ovrednotiti nastanek, stabilnost in 
encimsko aktivnost računalniško konstruiranih dimerov katepsina K, saj in silico 
pridobljene rešitve ne odražajo vedno realnega stanja. Pridobljeno znanje o tvorbi 
dimerov iz monomernih globularnih proteinov bi bilo koristno aplicirati še na industrijsko 
bolj zanimive encime, ki bi bili v primerjavi z naravno monomerno obliko bolj aktivni in 
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